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SIMGE VE KISALTMALAR

ATCC: American Type Culture Collection
BHIB: Brain Hearth Infusion Broth

BSA: Bovine Serum Albumin

CFU: Coloni Forming Unit

EDTA: Etilendiamintetraasetik Asit

GSBL: Genislemis spektrumlu B-laktamaz

McF: Mac Farland

MHB: Mueller Hinton Broth

MiK: Minimum Inhibitor Konsantrasyonu
MRSA: Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
MSSA: Metisilin Sensitive Staphylococcus aureus
PBP: Penisilin Baglayan Protein

PBS: Phosphate Buffered Saline

Rpm: Devir/dakika

SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Gel Elektroforez
SCVs: Small Colony Variants

SOD: Stiperoksit dismutaz



TEMED: Tetrametiletilendiamin
VISA: Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus
VRE: Vancomycin Resistant Enterococci

VRSA: Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus



GIRIS VE AMAC

Bakteriler yasam faaliyetlerini siirdiiriirken c¢evre hakkinda siirekli bilgi toplarlar.
Cevresel kosullar degistiginde genomlarinda hazir bulunan kosula 6zgii yanit genleri ile yeni
ortama adapte olurlar. Karsiligi genomda bulunmayan bir kosulla karsilastiklarinda
adaptasyon genlerini tasiyan gen adalarinda bulunan genleri denerler ve ayrica strese yanit
genlerini  ifade ederler. Eski veya yeni kosul bazen bakterinin adaptasyonuyla
sonu¢lanmayacak nicelik veya nitelikte ortaya ¢ikar, yasam faaliyetleri tehlikeye girer. Bu
durumda bakteri, kendini tehlikeye karsi koruyacak yaniti1 olusturacak kompleks bir
sinyallesme siirecine girer, stres genlerine paralel mutasyon makinelerini de aktive ederek
evrimlesme silirecine baslar. Bu siiregte bakteride adaptasyon, stres, mutasyon ve bunlarin

diizenlenmesi ile ilgili genler yogun bigimde ifade edilir.

Rakip kolonilerdeki bakterileri etkisizlestirmek icin dogada serbest yasayan
bakterilerin tirettikleri veya enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotikler,
hedeflenen bakteriler i¢in 6nemli bir stres kaynagidir. Duyarli veya direngli bakterinin
antibiyotik karsisinda stres yanit {iriinleri iireterek kendilerini koruyacak segenegi bulmaya

calisirlar ve ayrica evrimlesme mekanizmalar1 ile direng gelistirmeyi denerler.

Bakteriyi fiziksel koruyan bakteri duvar1 ve membran ayni zamanda ¢evre kosullarini
algilayan reseptorleri, yerlesmede kullanilan yapisma molekiillerini, bakteriyel hiicre
hemostazini saglayacak kanallar1 ve viriilans toksinlerini barindirir. Stres yanit1 gelistiginde
ifade edilen gen {irtinlerinin 6nemli bir kismi bakteri duvar1 ve membranda gorev yaptigi

anlasilmistir. Bu nedenle bakteriye karsi gelistirilecek drug tasariminda bakteri duvarindaki



bu molekiillerin hedeflenmesi diisiiniilebilir. Hedefleme, duvar ve membranda yer alan stres
yanit irilinlerinin dogrudan engellenmesi olabilecegi gibi, bunlarin kromozom veya
ribozomlardaki gen ve gen lriinleri de olabilir. Hedeflenecek stres tiriinlerini belirlemek i¢in

bakterinin stres karsisinda duvarinda degistirdigi proteom profilini incelemek gerekir (1).

Stres yanit1 alaninda yapilan arastirmalarda Gram-pozitif bakteri modeli olarak bugiine
kadar Bacillus subtilis molekiiler diizeyde incelenmistir. Susa 6zgii gen ifadelerinin akraba
bakteriler arasinda dahi en az %10 degisiklik gosterdigi bilindiginden, degisik tiirde Gram-
pozitif bakterilerin stres yanitinin Bacillus subtilis’inkinden farkli olmasi beklenir. Coklu
antibiyotik direnci tasiyan ve nazal tasiyicilik sayesinde nozokomiyal enfeksiyonlara neden
Staphylococcus aureus Onemli bir patojendir. Bakterinin genomu ayrntili bilinmektedir,
ancak, stres yanit1 ve duvar ifade profil degisimi ile ilgili caligmalar kisithdir. Bu ¢alisma,
ozellikle Trakya bolgesinde enfeksiyon yapan S. aureus bakterilerinin antibiyotik stresine
maruz kaldiginda izledigi ifade degisimini anlamak i¢in tasarlanmistir. Hipotezimiz, “farkli S.
aureus suslar1 vankomisin veya oksasilin stresi karsisinda bakteri duvar/membraninda farkli

profilde stres yanit iirlinleri ifade eder” iddiasidir (1).



GENEL BILGILER

Calismanin genel bilgiler boliimii su baslik ve siralamalar seklinde verilmistir: (a)
STAFILOKOKLAR VE Staphylococcus aureus (A/ Siiflama; B/ Tarihce; C/ Morfolojik
Ozellikler ve Molekiiler Bakteri Yapis;; C/ Bakterinin laboratuvar tanisinda kullanilan
biyokimyasal 6zellikleri); (b) Staphylococcus aureus GENETIGI (A/ Bakteri genomu; B/
Viriilans genleri ve regiilasyonu; C/ Diren¢ Genleri; C/ B-laktamaz Uretimi ve B-laktam
Direnci; D/ Bakteri Duvar Modifikasyonlar1 ve Yar1 Direng Durumu); (¢) BAKTERI STRES
BIYOLOIJISI VE Staphylococcus aureus (A/ Tolerans; B/ Genel yamt; C/ Adaptasyon ve
capraz koruma; C/ Ozel yanit; D/ Stres yamitinin regiilasyonu); (¢) Staphylococcus aureus
ENFEKSIYONLARI VE ANTIBIYOTIK DIRENCI SORUNU (A/ Staphylococcus aureus
Enfeksiyonlari; B/ Staphylococcus aureus’un Antibiyotik Direnci; C/ Staphylococcus

aureus’un Hastane Enfeksiyonlarindaki Onemi).

STAFILOKOKLAR VE Staphylococcus aureus

Simiflama

Bugilin mevcut canlilar virosfer disinda bakteriler, arkeler ve Okaryotlar olarak {i¢
domainli siniflanmistir. 3,2 milyar y1l once gezegenimizde muhtemel RNA diinyasindan DNA
diinyasma gecerken ortaya c¢ikan ilk DNA canlisinin bakteri olmasi beklenmektedir.
Bakterilerin smiflamasinda Staphylococcus aureus, sirasiyla, Bacteria; Firmicutes; Bacilli;

Bacillales; Staphylococcaceae; Staphylococcus altinda yer almistir. Arke ve bakterileri bir



arada prokaryotlar olarak ele alan ve onlar1 biyokimyasal aktiviteleri, dort ana duvar
yapisindan hangisine dahil olduklar1 ve fenotipik Ozelliklerine gore gruplayan Bergey’in
Manueli’nde Staphylococcus aureus, 21 grup arasinda 3. ciltte bulunan 17. grupta Gram-

positive cocci altinda yer almistir (2,3).

Tarihce

Stafilokoklar1 ilk kez 1878°de Robert Koch tanimladi, 1880°de Pasteur tarafindan sivi
besiyerinde iiretildi ve 1881°de Iskogyali cerrah Alexander Ogston, iiziim salkimi benzeri
kiimelenme egiliminde olan bu organizmalari, Grekce “staphyle” (liziim salkimi) tabirinden

tiireterek isimlendirdi (4).

Morfolojik Ozellikler ve Molekiiler Bakteri Yapisi

Stafilokoklar 0,5-1,5 um ¢apinda hareketsiz koklardir. Cogu zaman kapsiilsiiz, bazen
az miktarda kapsiil olustururlar. Koloni rengi krem sar1 ile altin saris1 arasindadir. Kapsiillii
suslar mukoid koloni olusturabilirler. Spor olusturmazlar. S. aureus’lar tek, ¢ift ya da ¢oklu
hiicreler halinde bulunabilirler. Ug, dért bakteriden olusan kisa zincirler ya da iiziim salkimi
seklinde yapilar olusturabilirler. Asagida bakterinin duvar/antijenik yapi, viriilans 6zellikleri,

fizyolojisi ve lireme 6zellikleri ayr1 bagliklar altinda agiklanmistir (5).

1. Bakteri duvan ve antijenik o6zellikleri: Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvar iki
ana bilesen peptidoglikan ve teikoik asitlerden olusur. Bu bilesenlere ek olarak, tiirlere gore
degisen karbohidrat ve proteinler mevcuttur. Ana bilesen mureindir. Bir peptidoglikan olan
murein birkag¢ istisna disinda biitiin prokaryotlarda mevcuttur. Murein tabaka birbirine
alternatif iki seker yapisindan olusan diiz glikan zincirdir. Bu seker yapilar1 N-
asetilmuramikasit (NAM)’in birinci karbonu ile N-asetilglukozamin (NAG)’nin dérdiincii
karbonu arasinda kurulan baglar ile olusur (Sekil 1) (6).

S. aureus’un hiicre duvari, ribitol teikoik asit serpistirilmis tipik Gram-pozitif
peptidoglikan yapidan olusur. Peptidoglikan yapiy1 gecerek bakteri ylizeyine uzanan ribitol
teikoik asit molekiilleri nispeten S. aureus’a O6zgldir ve antijenik yapidadirlar. Bakteri

duvarinda, ribitol teikoik asitlerin disinda yiizeyi kaplayan proteinler mevcuttur. Bu proteinler
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Sekil 1. Gram-pozitif bakteri duvar yapisi (6)
Duvarda yer alan teikoik asitler seklin sol tarafinda gosterilen duvar katmanlarimin arasinda
yer ahlr. Seklin sag tarafindaki baloncuk, duvar katmanlarimin molekiiler yapilarim
gostermektedir. Glikan zincir NAM ve NAG’lardan olusur. iki glikan zincir sahip olduklar
tetrapeptidlerin arasinda kurulan pentaglisin ¢capraz baglari ile birbirine tutunur.
genel olarak ylizey adezinleri, yani MSCRAMM “microbial surface component reacting with
adherence matrix molecules” olarak isimlendirilir. S. aureus’un sahip oldugu baslica yiizey
adezinleri “clumping factor”, fibronektin baglayan protein, kollajen baglayan protein ve

Protein A’dir (7,8). Duvar bilesenlerinin islevleri soyledir:

a. Peptidoglikan yap1t: S. aureus’un endotoksin benzeri bir 6zellik gosteren bakteri
duvari peptidoglikan yapis1 monositlerden interlokin-1 salinimini, kompleman aktivasyonunu
ve ayrica opsonik antikorlarin iiretimini indiikler. Bunlarin yani sira makrofajlardaki “toll-
like” reseptorlerle etkilesime girerek fagositik hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin

salmimini uyarir (5).

b. Teikoik asitler: S. aureus’un duvarinda lokalize olup lineer zincirden olusan ribitol

teikoik asitler birbirlerine fosfodiester kopriileriyle baghdir ve Stafilokok cinsine 06zgii



antijenlerdir. N-asetilglukozamin ribitol’iin 4. karbonuna a ya da B glikozidik bag ile baghdir.

Ribitol teikoik asitler kompleman aktivasyonunda rol oynarlar (5,9).

c. Yiizey adezinleri: S. aureus’un konak ylizeyine tutunmasini ve konakta kolonize
olmasini destekleyen yapilar, yiizey proteinleri olan MSCRAMM’lardir. Bunlardan biri
Protein A adezyon islevinin yani sira bakterinin fagositozuna ve opsonizasyonuna da
miidahale eder. Digeri “Clumping factor”, S. aureus’un fibrinojen ve fibrine yapismasini
saglayan bir reseptor gorevi goriir. Bu baglanma neticesinde S. aureus plazmada
kiimelenmeler olusturur. Bunlarin disinda, adezyonla iliskili S. aureus’un fibronektin ve

kollojene baglanan proteinleri mevcuttur (5,7,10).

¢. Kapsiil yapisi: Bakterinin en dis tabakasi olan kapsiil yapilar1 {i¢ farkli icerikten
olusabilir. Bu kapsiil yapilarindan birincisi glukozaminuronik asit polimerlerinden, bir digeri
ise mannozaminuronik asitten olusur. Uciincii grup ise peptidoglikan pargalar1 bulunduran

yapiya sahip olanidir. Kapsiil yapilar1 bakteriyi fagositozdan korur (5,9).

2. Viriilans faktorleri ve antijenik ozellikler: S. aureus’un hiicre digina salgiladigi
enzim ve toksinler c¢esitli hastalik tablolarma sebep olur, bakterinin viriilansmi belirler,
bakterinin konak dokuda ilerlemesini, immiin sistemden kag¢isini ve hayatta kalmasini tesis
eder. S. aureus’un Onemli enzimleri ve toksinleri Sekil 2’de gosterilmis ve aciklamalari

asagida verilmistir (11).

a. Koagiilaz: Bakteri disina salinir veya yiizeye bagh sekilde bulunur. Protrombin ile
olusturdugu kompleks, fibrin polimerizasyonunu baslatir, bunun sonucunda plazma pihtilasir.
Koagiilaz ayrica Protein A ve “clumping factor” ile birlikte S. aureus’u immiinolojik maskeler

(5,7).

b. Katalaz: Fagosite edilmis bakterinin oksijen radikalleriyle 6ldiiriilmesini

engelleyerek konak savunma mekanizmalarini bozar (5).

c. Hiyaliironidaz: Hiicreleraras1 matrikste bulunan hiyaliironik asidi parcalar, S.

aureus’un konak dokusunda yayilmasmi kolaylastirir (5,11).



Frotein & Teikoilr azitler

Y <o

Toksmler
Hiicre duvar " Hemqllzm ?Fl:;'?kmcgbmn Zarart
oksik go
. Eksfoliasyon
i Kusma

Hivaluronidaz
Likosidin
Katalaz
Koagiilaz

Adezinler

Sekil 2. S.aureus’un molekiiler yapilar (12)

Bakteri duvarinin ic kimindan disariya uzanabilen teikoik asitler, duvarin dis yiizeyinde protein A ve
diger adezinler, bazen duvarn tiimiiyle kaplayan kapsiil yapisi; sitoplazmada genetik materyaller yer
alir. Bakterinin hiyaliironidaz, lokosidin, katalaz ve koagiilaz enzimleri bakteri disina salimr.
Hastalarda hiicre membran zarari, toksik sok, eksfoliasyon ve kusmaya yol acan toksinler:
hemolizin, TSST-1, eksfoliatin ve enterotoksin bakteri tarafindan salgilanir.

¢. Lokosidinler: Panton-Valentine (P-V) maddeleri olarak da bilinirler. insan ve tavsan

polimorfoniiklear 16kositleri (PMLs) ve makrofajlari i¢in sitotoksik 6zelliktedirler (9).

d. Hemolizinler: Tiimii hemolizden sorumlu bu salgilar hiicre membranini etkileyen
sitotoksik toksinlerdir. S. aureus tarafindan dort farkli antijenik tipi salgilanir (a, B, y ve 9).
Bunlar igerisinde klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen a-toksin diger tiirlere nispeten S.

aureus’un neredeyse tiim suslari tarafindan salgilanir (5,7,9).

e. Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1): Siiperantijen mekanizmasi sayesinde
sitokin salinimini uyaran bu toksin stafilokokal toksik sok sendromunun baglica sebebidir.
Ayn1 zamanda endotel hiicrelerine direkt toksik etki de gosterebilir. Siiperantijenler,
konvansiyonel antijenlere nispeten birgok T hiicre alt gruplarini uyararak, asir1 miktarda

sitokin salinimina, hastalarda sok gelismesine ve oliimlere neden olabilirler (7).



f. Enterotoksinler: S. aureus’un salgiladigi bir tiir ekzotoksin olan bu {iriinler, besin
zehirlenmesi vakalarina sebep olur ve septik sok semptomlarina katkida bulunurlar. Serolojik

olarak farkli 15°den fazla enterotoksin tiirii mevcuttur. Enterotoksinler stiperantijendir (5,11).

g. Eksfoliatin: Eksfoliatin, antijenik 6zellikte bir toksin olup faj grup II S. aureus

tarafindan salgilanir. Eksfoliatin siiperantijendir (9).

Bakterinin diger antijenik 6zellikleri kapsiilii ve adezinleridir. Kapsiillii yapiya sahip S.
aureus’larm digerlerine gore daha viriilan oldugu yapilan deneylerle gosterilmistir.
Adezinlerinden teikoik asitler, stafilokok cinsine 0zgii antijenlerdir. Ribitol teikoik asitler
mukozal hiicrelere yapismada rol oynarlar. S. aureus’un konak yiizeyine tutunmasini ve
kolonize olmasmi destekleyen, yiizey proteinleri MSCRAMM ’lardan Protein A adezyon
islevinin yani1 sira bakterinin fagositozuna ve opsonizasyonuna da miidahale eder. Bu islem,
IgG’nin “antigen-reacting” Fab bolgesini giidiimlii olarak disarida birakarak 1gG (IgG1, 1gG2,
IgG4) molekiillerinin Fc bdlgesine emsalsiz sekilde baglanmasiyla yapilir. Bu baglanma
protein A’nin kiigiik kiirelere benzer bes domaini ile (bazi suslarda dort) gerceklesir (Sekil 2).
Bir diger MSCRAMM “Clumping factor”diir ve S. aureus’un fibrinojen ve fibrine
yapismasini saglayan bir reseptor gorevi goriir. Bu baglanma neticesinde S. aureus plazmada
kiimelenmeler olusturur. Ayrica antifagositik etkisi olan “Clumping factor™in bu islevi
fibrinojenle etkilesimine dayandirilir. Bunlarim disinda, adezyonla iliskili S. aureus’un

fibronektin ve kollojene baglanan proteinleri mevcuttur (5,7,9-11,13).

3. Bakteri fizyolojisi ve iireme o6zellikleri: Bakteri en 1yi, aerop ortamda iirer. %7,5-
10 NaCl igeren basit besiyerlerinde iireyebilir. 18-45°C’de kolaylikla iirerler. S. aureus subsp.

anaerobius disinda diger S. aureus’lar fakiiltatif anaeropturlar (7,9).

Bakterinin Laboratuvar Tamisinda Kullamilan Biyokimyasal Ozellikleri
S. aureus katalaz pozitiftir. Koyun kanli agar plakta B-hemoliz yapar (5). Tablo 1°de

bu 6zellikler toplu halde verilmistir.



Tablo 1. Klinik 6neme sahip Staphylococcus tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (8)

Ozellikler
o Ifade Asit iiretimi
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Tirler g = S 8 o =

2 = N = .8 7
g B < ‘8 S| S N
— g ©° b= = o .| = N § 2N N Qe
g 9 5 o ‘S 0 g YW o = = SS9 o S kv
S g 2 e =3 389 g s = °§ £ = ~
o o = Qo S g 0 9 .° < i o 8 = < —
Mg < < |23 &= M © |z & = 3
S. aureus + + + + + + + - - + + +
S. epidermidis - + + - - (d) + - - + + d
S. haemolyticus d (+) + - - () + - - T T d
S. lugdunensis d + + - + (+) + - _ T T T
S. saprophyticus d () + - - - + - + + + d

+: %90 veya daha fazla suslar pozitif; - : %90 veya daha fazla suslar negatif; d: suslarin %11-89’u pozitif;

parantez: gecikmis reaksiyon

Staphylococcus aureus GENETIGI

Bakteri Genomu

S. aureus genomu sirkiiler bir yapiya sahip, ~2,8 Mb niikleotid biiyiikliigiindedir. Sekil
3’de goriildigi gibi kromozom {izerindeki ORF bdlgeleri ~2595 protein kodlar. Patogenezde
rol oynayan genler bu ORF’lerin ~%5,4’linli olusturur. Model S. aureus N315 susunda bu
oran i¢inde 39 toksin geni ve patogenezde rol oynayan diger 100 gen bulunmaktadir.
ORF’lerin geri kalan kismi, bakterinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli genleri, entegre
bakteriyofaj (profaj) kopyalarmi, transpozonlar1 (Tn) ve S. aureus’a 6zgii “Staphylococcal
cassette chromosome mec” (SCCmec) elementini barindirir. Sekil 3°te S. aureus N315’in
kromozomunun halkasal sunumu ve Mu50’ye 6zgii genetik elementler verilmistir.

S. aureus’un kromozomunda evrimsel siire¢ boyunca diger organizmalardan
kazanilmis patojenite adalar1 (PI) bulunur ve bunlar hareketli genetik elementleri tasir.
Viriilans genleri ve antimikrobiyal diren¢ genleri disaridan S. aureus’a lateral genetik transfer
ile gegebilir. Bu genler bakteri patojenitesinin ve direng ¢esitliliginin birincil kaynagidir.

Ayrica bakteri ¢esitli plazmidler tarafindan enfekte edilmistir (15,16).
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Sekil 3. S. aureus N315’in kromozomunun halkasal sunumu ve Mu50’ye 6zgii genetik
elementler (14)

En dis halka= hareketli genetik elementlerin dagilim (sari, SCCmec; a¢ik mavi, Tn554;
kirmizi, fajlar ve patojenite adalari; kahverengi, IS1181). Dis halkadaki kirmzi
kutular=Mu50°’ye 6zgii elementlerin bulundugu bélgeler. ikinci halka, her 100 ORF’de bir
cetvellenmis. Uciincii halka= patojenite (kirmizi) ve antibiyotik direnci (mavi) belirleyiciler.
Dordiincii ve besinci halkalar=sirasiyla, arti ve eksi zincirde tahmini protein kodlayan
bolgeler. Altinc1 halka=BLAST-best hit giris anahtar kelimeleriyle elde edilen siniflar, en cok
giris yapilanlar (mavi, Bacillus/Clostridium grubu; yesil, Firmicutes; pembe,
viriisler/insersiyon dizileri/transpozonlar; turuncu, Archaea/eubacteria/eukaryota; beyaz, cok
giris yapilmayanlar ya da ribozomal ve transfer RNA’lar). Yedinci= kodonun iiciincii
pozisyonundaki GC icerigi ve her ORF’nin ortak kodon kullanma egilimi (yesil, yiiksek
oranda ifade edilen; kirmizi, degismez misafir; turuncu, GC3 diizensizligine dayandirilan
muhtemel misafir; mavi, digerleri). Renkli ¢ubugun boyutu, her ORF’nin GC3 degerinin
ortalamadan sapmasim gostermektedir. Sekizinci halka= GC dagihminin 1 kb’lik pencere
biiyiikliigii ve 1 kb’lik degisim ilerlemesinin dagilimi. Kirmizi ok=rRNA ve uyumu. Siyah
cubuklar=tRNA bolgeleri. Mavi ¢ubuklar= Stafilokokkal tekrar dizi boélgeleri. Dokuzuncu
halka= GC diizensizligi (koyu mavi, pozitif deger; acik mavi; negatif deger). Onuncu
halka=Mb boyutlu niikleotid pozisyonlari. (Seklin kullanim i¢in sorumlu yazardan izin

alinnstir).
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Viriilans Genleri Ve Regiilasyonu

Model S. aureus N315 susunun kromozomunda en az 26 siiperantijen geni bulunur ve
bunlardan 20’si genomun {li¢ PI’sinda yer alir. Siiperantijenleri kodlayan genler, toksin
genlerinin ticte ikisini olusturur. Viriilanstan sorumlu genler PI kiimeleri i¢inde bulunabildigi
gibi kromozomun degisik yerlerinde tek gen olarak da yer alabilir. S. aureus genom
adalarinda kodlanan ve diger stafilokoklarda nadir bulunan enterotoksinler, ekzotoksinler,
lokosidinler ve l6kotoksinler viriilansta 6nemli faktorlerdir. Birgok stafilokokal viriilans
faktorii, iki ana global regiilator tarafindan diizenlenir; “staphylococcal accessory regulator
“(sar) ve “accessory gene regulator (agr). Agr lokusu, kompleks quorum sensing sinyal
transdiiksiyon mekanizmasinin yani sira viriilans determinant ifadesini kontrol eder; bir ¢ok
enfeksiyon modeline agr’nin katkis1 vardir. Agr ifadesi, invazyon ve epitel hiicrelerinin
apoptozunda rol sahibidir. Agr’nin disfonksiyonu bakteri viriilansin1 azaltir. Genelde agr,
doku degradasyon faktorlerini (salgilanan viriilans faktorleri) kodlayan genleri aktive ederken,
kolonizasyonda 6nemli olan genleri baskilar. Bunun yaninda, agr transkripsiyonundaki artis,

SarA’nin ¢caligma mekanizmasina kismen etki eder.

SarA, DNA’ya baglanan bir proteindir. Sar lokusu, ti¢lii promotor tarafindan kontrol
edilir ve 14,5 kDa SarA major regiilator proteinini kodlar. SarA, sadece viriilans determinant
iretimine katki saglamaz, ayni zamanda asit direnci ve 1s1 sok yanitinda da rol sahibidir.
Boylece stres yanit1 ve virlilans determinant liretimi regiilator element tarafindan birlikte
kontrol edilir. Sar lokusunun promotor bolgeleri P1, P2 ve P3 sigma faktorler (o) tarafindan
regiile edilir. Ozellikle eksponansiyel fazda 6* bagimli P1 ve P2, ve posteksponansiyel fazda
alternatif 6® bagimli P3 promotorunun ifadesi maksimum diizeye ulasir. 6°, S.qureus’da
bircok geni regiile eder, viriilansiyla iliskili coa, sard, fnbA, clfA, sspA, hla ve seb genleri
gibi. S. aureus’un o> kodlayan sigB operonu dortlii agik okuma cercevesinden, bir baska

deyisle rsbU-rsbV-rsbW-sigB gen kiimesinden olusur.

S. aureus’un sigB mutant suslariyla yapilan ¢alismalarda viriilansla ilgili duvar ve
ekstraselliiler proteinlerin degismesi sonucu fenotipik farklilik gézlenmistir. sigB geninde
olusacak bir mutasyon, a-hemolizin ifadesini arttirirken B-hemolizin ifadesini durdurur. o-
hemolizindeki ifade artis1 diger global regiilator agr ile artisindan bagimsizdir. Ciinkii c°,
agr’yi etkilemez. Benzer sekilde ayni mutasyon, fibronektin baglayan protein ifadesine etki
etmezken koagiilaz ve “clumping factor” ifadesini arttirir. Mutant sigB suslarinda global

regiilator sar da artig gosterebilir.
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Bunlarin disinda yeni tanimlanan global regiilatorler mevcuttur. Bu faktorler, ArISR,
SsrAB, Sae, ve cesitli Sar-benzeri proteinlerdir. Bu proteinlerden iki bilesenli sistem ArISR
proteini, adezyon ve otolizizde rol oynar. S. aureus’un arlS mutantinda gelisen polisistrene
tutunma ve biyofilm olusturmadaki artisi, bakteri dis1 proteolitik aktivitede dramatik diisiis
izler. Ayrica metionin siilfoksit rediiktaz (MsrA)’nin S. aureus’un viriilansinda etki sahibi

oldugu bildirilmistir ama rolii tam olarak belli degildir (15-23).

Diren¢ Genleri

Direngle iliskili genler, entegre bakteriyofaj (profaj) kopyalarinda bulundugu gibi,
cogu plazmidlere entegre transpozonlarda (Tn) ve SCCmec’de yer alir (12). MecA geni
tastyan mobil element SCCmec, kromozomal replikasyon orijinine (oriC) yakin 6zgiin
baglanma bolgesine (orfX genine) sokulur. Bu entegrasyon S. aureus’u MRSA’ya gevirip tim
3-laktam antibiyotiklere direngli hale getirir. Bu element, bakteriyel kromozoma entegrasyonu
ve o bolgeden kusursuz kesilip ¢ikarilmast icin gerekli ccrd ve ccrB gibi iki dizi-spesifik
kaset kromozom rekombinazlarmi tasir. SCCmec’in S. aureus’da bes farkli tipi mevcuttur.
SCCmec tip IV ve V toplumdan kazanilmis MRSA ile iligkilidir. Vankomisin direnci
kodlayan vanA operonu Tn/546 mobil elementi ile taginir ve Enterokoklardan S. aureus’a
gecmistir. Bu element plazmid ya da kromozom iizerinde bulunabilir. Bu operonda iizerinde
bulunan ORF1 ve ORF2 iirlinleri swasiyla transpozaz ve rezolvaz proteinleridir ve
transpozonun hareketlerinden sorumludur (Sekil 4). Kodlanan VanR ve VanS proteinleri
direng ifadesinin regiilasyonunu; VanH ve VanA proteinleri, modifiye peptidoglikan peptid
ucu olan D-Laktat sentezini saglar. VanA proteini ise D-Ala-D-Ala’nin yerine D-Ala-D-
Laktat (D-Ala-D-Lak) dipeptidinin ge¢isini saglayan bir ligazdir. VanX ve VanY normal
dipeptidleri (D-Ala-D-Ala) hidrolize eder. VanZ’nin rolii ise bilinmemektedir (16,23-25).

ORF1I [ ORE2 vank vans vanH vand vanX

Yanit Histidin potein Ligaz Jaadli! . )
regilatéri  kinaz Dehidrogenaz D.D-dipeptidaz D.D-karboksil-  Belirsiz

peptidaz

Transpozaz Rezolvaz

Sekil 4. Vankomisin direnci kodlayan Tn7246 molekiilii (24)

Transpozonun grafiginde ORF1’in 5’ tarafinda regiilator VanR gen iiriinii disinda bes farkh ve

vankomisinin sebep olacag1 reaksiyonlar: bozan enzimin ORF2 altinda yer aldig goriillmektedir.
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Onemli genler Tablo 2’de bir arada verilmistir.

Tablo 2. S. aureus suslarinda bulunan direng ilgili genler (16)

Tasiyici element | Gen Antibiyotik Direnci
Plazmid blaZ Penisilin

aacA-aphD Gentamisin

mecA Metisilin

ermA Makrolid-linkozamid-streptogramin B
SCCmec ant(4') Tobramisin

ant(9) Spektinomisin

bleO Bleomisin
Tn554 - Eritromisin, Spektomisin
Tn5801 tetM Minosiklin
Tnl556 vanA Vankomisin

S. aureus direng genlerinin tasidigi elementler ilk siitunda goriilmektedir. Goriildiigii gibi, direng
genleri hem kromozomda hem de plazmidlerde tasinmaktadir.

Bunlarin yani sira, son zamanlarda yapilan deneylerde “bakteri hiicre duvari aktif”
antibiyotiklere karsi yanit olarak MsrA homologlarinda artis oldugu gosterildi. Yapilan
analizlerde S. aureus’un msrA geni 5’ tarafinda yer alan iic genle birlikte polisistronik bir
mesaj olusturdugu gorildi. Msrd’da olusturulan bir mutasyon ile de oksidatif stres
kosullarina karsi duyarliginda bir artis oldugu ve MsrA’nin oksidatif (H,O,) stresi tolere
etmesindeki etkinligi gozlendi. Bakteri hiicre duvar1 aktif antibiyotik stresine karsi1 msr4 ile
birlikte bakteri hiicre duvari ile iliskili genlerin de ifade artis1 gosterdigi gozlendi. Bu
bahsedilen genler, PBP2 kodlayan pbpB geni; tahmini PBP1A/1B ile ayni tiirden protein
kodlayan sgtB geni; UDP-N-asetilglukozamin karboksilvinil transferaz 2 kodlayan murZ ve
glutamat “racemaz” kodlayan murl genidir. Paralel olarak bakter1 hiicre duvar
metabolizmasiyla iliskili g/tD geni, ayrica bir otolizin olan ve metisilin-direnci-iligkili Fmt’yi
kodlayan gende de ifade artislar1 saptandi. Ayrica, vankomisin direncinde etkili vraS ve

divergon expression atteuator /y¢ genlerinde de giiclii artis gozlendi (17,26).

B-laktamaz Uretimi ve B-laktam Direnci

B-laktamaz, blaZ geni tarafindan kodlanan ve bakteri hiicresinin disina saliman bir
enzimdir. B-laktamaz enzimi, penisilinin B-laktam halkasini acarak onun bakterideki hedef
bolgesine baglanmasii olanaksiz kilar. Ayrica blaZ geninin asir1 aktivasyonu B-laktamaz
direngli penisilinlere kars1 yar1 diren¢ olusumuna diger faktorlerin de etkisi ile katki saglar. B-

laktamazi kodlayan blaZ geni, S. aureus’un plazmid DNA’sinda bulunur. Penisilin kullanima
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girdiginden itibaren, B-laktamaz (penisilinaz) enzimi iiretebilen suslarin secilimi sayesinde
suanda neredeyse tiim suslar penisiline kars1 direnclidir (5,7,27).

3-laktamaz direnc¢li B-laktam grubu antibiyotikler bakteri hiicresinin duvar yapimini
inhibe eden terapotik ajanlardir. Bakteri hiicre duvar inhibisyonunu, duvar olusumunu
katalizleyen PBP’lere baglanarak olusturur. Peptidoglikan yapimini katalizleyen PBP
proteinleri S. aureus’da dort farkl yapidadir; bunlar PBP1, 85 kDa; PBP2, 81 kDa; PBP3, 75
kDa ve diisik molekiiler agiwrlhikli PBP4, 45 kDa’dwr. Bunlardan PBP2 transpepdidaz
Ozelliginin yam sira transglikozilaz 6zelligine de sahiptir. MRSA’larin metisilin direncinin
temelini, mevcut PBP’lerden farkli bir yapiya sahip yeni bir PBP’nin {iretimi olusturur.
Metisilin direnci gosteren suslarda, bu dort proteinin yani sira PBP2a (PBP2') bulunur. PBP2a
duyarl suslarda bulunmayan mecA geni tarafindan kodlanwr. MecA geni, stafilokokal kaset
kromozom mec (SCCmec) mobil elementi tarafindan tasinir. Metisilin direncinin temelini
olusturan PBP2a, antibiyotik varliginda peptidoglikan olusmasindaki enzimatik fonksiyonunu
stirdiirtirken ayn1 zamanda B-laktam antibiyotikler i¢cin baglanma afinitesini diistiriir. MRSA
suslar1 bu enzim sayesinde metisilin, oksasilin, nafsilin, dikloksasilin ve biitiin sefaloporinlere
direnglidir (5,7,27-29).

Glikopeptid (vankomisin, teikoplanin gibi) antibiyotikler, 3-laktamlara benzer sekilde
bakteride duvar inhibisyonunu murein tabakanin D-alanil-Dalanin rezidiilerine baglanarak
saglar. Bu baglanma iki sekilde olabilir. Birincisi tamamlanmis ya da olusum siireci devam
eden bakteri hiicre duvarmin D-alanil-D-alanin rezidiilerine; ya da bakteri hiicre membraninda
bulunan ve glikozil transferazin substrati olan murein monomerlerine baglanmasidir. Bu
baglanmalar sonucu PBP’ler yeni murein monomerlerini bakteri hiicre duvarina ekleyemez ve
duvar olusum siireci tamamen durur. Enterokoklardaki yiliksek diizey vankomisin direnci
glikopeptid antibiyotiklerin hedef bolgesi olan D-Ala-D-Ala peptidlerindeki degisikliklerden
kaynaklanir. Bu degisiklik VanA, B, C, D, E, G ve L tipi olarak goriiliir. En yaygin olan1 ve
izole edilen VRSA suslarinda rastlanan VanA tipi direng, vand operonunun olusturdugu,
alternatif bakteri duvar peptidleri olan D-Ala, D-Lak glikopeptid antibiyotiklerin
baglanmasini engeller. VanA operonu, dnceden belirtildigi gibi Tn/546 mobil elementi

iizerinde tasinir (24,30).

Bakteri Duvar Modifikasyonlari ve Yar1 Diren¢ Durumu
Metisilin direng mekanizmasina katki saglayan ya da mecA-negatif suslarda yari

direng (“borderline”’) olusturan mekanizmalar mevcuttur. Bu durum, antibiyotik stresi sonrasi
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peptidoglikan kalinlasmasi ve bundan sorumlu PBP2; bakteri duvarmin atilarak bakterinin L-
formuna (protoplast) doniismesi; bla geni, diger faktorlerin de etkisiyle B-laktamaz enziminde
goriilen normalin iizerinde ifade ile agiklanabilir. Baz1 diagnostik karmasaya yol acan mecA-
pozitif suslarda metisiline yar1 diren¢ olusumu, L-formu olusturma stratejisi ile; hem mecA
hem de blaZ genlerini bulundurmayan suslardaki az miktarda goriilebilen sefalosporin direnci
ise PBP2’deki zayif penisilin baglayiciligi, PBP3’iin olmayis1 ya da penisilinle hi¢ reaksiyona
girmemesi ile aciklanabilir (27-29,32).

Yapilan arastirmalar sonucunda VISA susu olusumunun bakter1 duvar
peptidoglikanindaki kalinlagsmadan kaynaklandigi tespit edilmistir. Peptidoglikandaki miktar
artis1 sonucu vankomisinin sitoplazmik membrana ulasmasi i¢in dogal olarak daha yiiksek
konsantrasyona ihtiya¢ duyulur. Bunun yaninda, kalimlasmis peptidoglikanin dis tabakalarina
tutunan vankomisin o bolgeyi bir siire sonra bakteri duvarindan kopararak parcalar. Bu
parcalanma o bolgeden bakteri hiicresi i¢ine diger vankomisin molekiillerinin penetrasyonunu

engeller. Bu olgu “clogging phenomenon” olarak isimlendirilir (30).

BAKTERI STRES BiYOLOJISI VE Staphylococcus aureus

Mikroorganizmalarin g¢evrelerinde gelisen uygunsuz fiziksel, kimyasal ve biyolojik
kosul canli i¢in stres nedenidir. Bakteriler duvarlar1 ve membranlarindaki algaclar sitoplazma
tarafindaki uglar1 vasitasiyla stres faktoriinii algilar ve tehdite karsi stres yaniti gelistirir.
Fiziksel stresler, sicaklik, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1sik/radyasyon ve
ozmotik sok olabilir. Kimyasal stresler, pH, tuzlar, mikrobiyal metabolitler, oksitleyiciler.
Biyolojik stresler, yarigmaci floradaki rakipler, patojenler ve konak savunma sistemleridir
(33,34).

Bir stresle ilk defa karsilasan bir mikroorganizma strese duyarli oldugundan, membran
gecirgenliginde degisimler, bakteri hiicre protein profilinde farkliliklar, ribozom ve niikleik
asitlerde olusan defektler gibi olumsuzluklar ortaya ¢ikabilir. Mikroorganizmalarin, duyarl
oldugu stres faktoriine maruziyeti hiicresel yapilar1 zarara ugratabilir. Yaralanmig bakteri
hiicreleri kendini iyilestirebilir veya oliir. Stresin diizey ve tipine gore Oncelikle iyilesme
saglayacak yanit proteinleri ifade edilir. Bu proteinler olusan hasari onarabilen, yasamin
devamliligini alteratif yollarla saglayabilen ve stres ajanlarmi elimine edebilen niteliktedir

(34). Stres yanitinda izlenen davraniglar soyle siniflanabilir:
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1. Tolerans: Tolerans, mikroorganizmalarin strese kars1 yasayabilme yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Mikroorganizmalarin stres tiirlerine kars1 tolerans diizeyi farklhidir. Ayrica
bu tolerans diizeyi gegici ya da adaptif sekillerde olabilir. Ornegin, laktik asit bakterilerinin
dogal asit toleransi, diger bakterilere gore ¢cok daha fazla oldugu gibi, sonradan aside adapte

edilen bakterilerin asit tolerans1 zamanla daha da artabilmektedir (34).

2. Genel yanit: Genel stres yanit1 tek ve coklu stres faktorleri tarafindan uyarilabilir
Is1 soku, tuz stresi, etanol, oksijen veya besin kithigi vs. gibi ¢esitli stres tiirlerinin uyardigi
protein grubu, genel stres proteinleri olarak adlandirilir. Bu proteinlerin adaptif fonksiyonu
etraflica bilinmese de olumsuz kosullar altindaki bakteri hiicrelerinin genel korunmasi i¢in
olanak saglar. 6® bagimli genel stres genlerinin ¢cogu (40’1 askin) farkli bilyiime inhibisyon
kosullar1 tarafindan uyarilir. Stres regiilonunun uyarilmasimni saglayan en etkin stres kosulu
aclik (oksijen/besin) ile aktive olmus o® dir. 6® aktivasyonu genellikle iiremedeki yavaslama
ya da stasyoner faza gecis sirasinda olur. Gram-pozitif bakterilerde o® tarafindan kontrol
edilen genel stres yanit sistemi genlerinin Gram-negatif bakterilerdeki kontrolii saglayan
homologu kismi olarak ¢° ve o °dir. Bu faktorler tarafindan uyarilmis genlerin bakteri
hiicresini ozmotik ve oksidatif streslere kars1 hazirlamak icin DNA onarimmi ve

osmoprotektan alimimi sagladigi bildirilmistir (34-38).

3. Adaptasyon ve Capraz koruma: Bir strese adapte bakteriler benzer veya farkli
streslere kars1 da adaptasyon kazanabilirler. Bir strese karsi adaptasyon esnasinda, farkli strese
kars1 da direnclilik olusmasina ¢apraz koruma (cross protection) olarak adlandirilmaktadir. Bu
capraz korumaya, erken donemlerde maruz kalindig1 durumda, rpoS geni tarafindan aracilik
edilebilecegi belirlenmistir. Ornegin, 1s1 sokuna maruz birakilmis bakteriler farkli streslere

kars1 da daha direncli hale gelebilmektedir (17,34).

4. Ozel Yamt: Bakteriler kismen veya tamamen stres faktoriine 6zgii yanit da
hafizalayabilir ve direncli hale gecebilir. Konak saldirisma direng bunlardan biridir. Ornegin
S. aureus enfeksiyonunda goriilen oksidatif strese yanit bunlardan biridir. Enfeksiyon
esnasinda 16kosit ve makrofajlar bakterinin bulundugu bolgeye goc eder, bakteriyi i¢ine alir,
fagolizozomal membranda bulunan NADPH araciligiyla oksijenin siiperoksit anyonlara (O, )
dontisimii  katalizlenir, akabinde hidrojen peroksit (H,O,), peroksinitrit (OONO’) ve
hipoklorik asit (HOCI) gibi reaktif oksijen tiirler geliserek fagolizozom igerisinde bakteri liziz

edilmeye calisilir. Bu oksidantlar, bakterinin duvar, niikleik asit, lipid ve hiicresel proteinlerde
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zarara neden olur. Zarar1 algilayan bakteri fagolizozom igerisindeki reaktif oksijen tiirlerini
tanir ve zarardan kagmak i¢in li¢ yaniti es zamanli kullanir. Bunlardan biri, siiperoksit
dismutaz (SOD) {iretimidir. SOD S. aureus’un ylizeyine tutunur ve bir antioksidan yanit
gelisir. Bu yanit S. aureus’u reaktif oksijen tiirlerinden %70 oraninda korur. S. aureus’un
hiicre duvarinda lokalize diger SOD (SodX) ise ekzojen O, 'nin par¢alanmasina aracilik eder.

Bu esnada SodA inaktive olur ama bu S. aureus’un viriilansma etki etmez (18,34,39).

Bir diger yanit, reaktif H,O;’e karst S. aureus’un katalaz iiretimidir. Kat4 nin
kodladig1 katalaz enzimi bakteri hiicresinin disina salgilanir ve fagositlere yakalanmis S.
aureus’un hayatta kalmasinda olduk¢a 6nemli katki saglar. Patojenite ile katalaz aktivite
diizeyi arasinda korelasyon giicliidiir. Viriilan tiirler digerlerine gore daha fazla katalaz iiretir.
Ugiincii yamit, notrofil ve makrofajlarin i¢inde nitrik oksit sentazmin (iNOS) uyarilmasiyla
salgilanan bakterisidal OONQO’e karsidir. S. aureus’un irettigi alkil hidroperoksit rediiktaz
(AhpC) bakteriyi OONO' 'e kars1 koruyabilir. Salmonella typhimurium’un tirettigi AhpC’nin
bakteriyi bu reaktife kars1 korudugu bildirilmistir (18,34,39).

Reaktif oksijen tiirlerine yanit esnasinda anaerop ortama 6zgii diisiik oksijen bakteride
ayrica invazifligi de uyarir, ¢iinkii, aderans ve invazyon faktorlerinin ifadesi ¢evredeki oksijen
konsantrasyonu ile regiile edilmektedir. Bu nedenle yiiksek oksijen parsiyel basinct genellikle
invazyonu baskilar (18).

Bakterilerin konakc1 hiicrelerde ve gastro-intestinal kanalda organik veya inorganik
asitlere direnci bir dier 6zgill stres yanitidir. Asit stresine karsilik DNA’y1 tamir eden
enzimlerin uyarilmasi, amino asit katabolizmasinin arttirilmasi, proton efflux pompasinin
arttirilmas1  ve bakteri membranindaki kompozisyon degisiklikleri oOnemli yanit
mekanizmalaridir. Pek ¢ok bakteri sublethal pH’da uyarilan “koruyucu proteinlere” ve diisiik
pH’ larda yasami saglayan asit tolerans yanitma (Acid Tolerance Response, ATR) sahiptir. S.
aureus, asitlesen fagolizozom ortaminda (pH 2) oliir, ancak, letal olmayan diisik pH’ya
maruz kalinirsa DNA hasarma ragmen diren¢ kazanabilir. S. aureus’un asit adaptasyonun
sodA’nin uyarilmasini saglamasi ve asit stresinin oksidatif strese yanit1 uyarmasi ilgingtir;
sodA mutant1 ile yapilan deneylerde asit duyarlhili§inin arttig1 goriilmiistiir. (18,34).

Kronik enfeksiyonlardan izole edilen S. aureus’un kiiciik koloni varyantlar1 (SCVs)
gelistirdigi  goriilmistiir. Bakterinin SCV  tipinde polimorfik popiilasyon gelistirerek
aminoglikozit antibiyotiklere diren¢ gdstermesi bir diger strese 0zgiil yanittir. SCVs’nin

kendiliginden artan mutantlarinda azalan hemolizin ve koagiilaz aktivitesi pigmentasyonu ve
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iremeyi azaltir. Bu 6zellik SCVs’ye konakta yasama sansi tanir, cilinkii, antimikrobiyal
ajanlara diren¢ bakterinin evrimini saglamaktadir (18).

Bir diger strese 6zgiil yanit, demir konsantrasyonu azaldiginda bakterilerin konak
icinde hala yasamasmi saglayan stratejidir. Buradaki mekanizma, memeli viicudu demir
selatlayici1 proteinleri olan transferrin ve laktoferrinin antimikrobiyal o6zelligine karsi
gelismistir. S. aureus, disik demir konsantrasyonuna yanit olarak yiliksek afiniteli demir
baglayici sideroforlar {iretir. Bunlar serbest demiri saklar ve bazilar1 demiri konak
proteinlerinin i¢inden ¢ikararak muhafaza eder. S. awreus’da ¢ farkli siderofor
tanimlanmustir; stafiloferrin A, stafiloferrin B ve ‘“aureochelin”. Ek olarak, S. aureus’un
irettigi ve yeni tamimlanan bir ylizey proteininin de demire baglanip demiri transferrinden
uzaklastirdig1 bildirilmis, ancak bunun patogeneze katkilar1 heniiz tam olarak belirlenmemistir
(18).

Bir diger 6zgiil yanit kuruluk direncidir. S. aureus, pigmentayonu saglayan genler
(crtM/crtN) ile sari-turuncu pigment olusturur, bdylece su tutar ve kendini kuruluktan korur
(18).

Ozmotik stres direng bir diger stres yanit1 sonucudur. Intestinel liimende ozmolarite
plazmanin hemen iki kat1 yiiksekliktedir (0,3 M NaCl’ye esdeger). Bu deger dogal akuatik
ortamdaki 0,06 M NaCl’den 50 kat yiiksektir. Diger yandan bakteriler, proses edilmis
gidalarin igerisinde bulunan yiiksek seker ve tuz ortaminda veya kurutulmus triinlerde de
ozmotik strese maruz kalirlar. S. aureus ozmotik stres yaniti ile yiiksek NaCl
konsantrasyonunda yasayabilir ve ¢ogalabilir (21,7 M). Buradaki mekanizma bakterinin
coziilebilen glisin, prolin ve betain {iretimiyle sag kalmasina dayanir. Ayrica bakteri, duvar
peptidoglikanindaki peptidler aras1 kopriiyii kisaltir, boylece de§isen turgor basincina karsi
giiclenir. Ozmotik sokun aspC genini uyardigi bilinmektedir ve bu uyar1 diger streslere karsi
da capraz koruma olusumunu saglar. Boylesine yiiksek ozmolarite ortaminda viriilans
genlerinin baskilandigi bilinmektedir. Muhtemelen konak dis1 ortam algilandigindan bakteri
hiicresinin enerji ekonomisi i¢in bu diizenleme gelismistir. Ilging bir durum, bakterinin
intestinel limende algiladig1 yiiksek ozmolarite seviyesi sonucu viriilans faktorleri ifadesini
arttirmasidir (18,34,39).

Besin yetersizligi bakteri i¢in ciddi bir strestir ve iki giin i¢inde popiilasyonun
~%99’unun Gliimiine sebep olur. Ancak bu siiregte hayatta kalan az bir popiilasyonun
evrildigi goriiliir. Bunlar, 6zgil stres yanit1 sonucu kiigiilerek ve boliinme sayisini azaltarak

birka¢ ay yasayabilen popiilasyondur. Asit ve oksidatif strese karsi da direnglidirler, litik
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enzimlere karsi koyarlar. Besin yetersizliginde hayatta kalma durumu, korunma ve bu
durumdan kurtulma i¢in sod4, hem A sentaz (ctaAd), bakteriyel tamir SOS yanit komponenti
(umuC)’yi igeren protein sentezi ile basarilir, bdylece metabolizmada ¢esitli degisiklikler olur
(18).

Sicaklik stresine 6zgiil yanit bakterilerde kompleks bicimde gelismistir. Sicaklik
bakteri yapilarinda makro molekiiler hasar meydana getirmektedir. Yiksek sicaklik ile
uyarilmig stres proteinleri, hasara ugramis proteinleri toplamakta ve bakteri hiicresinin bu
hasarli proteinler ile miicadele etmesine yardimc1 olmakta (GroEL ve DnaK vb.) veya hasara
ugramig proteinlerin miktarin1 (Lon ve ClpAP vb.) azaltmaktadir. Stres sonucu olarak bazi
bakterilerin hiicre membraninda trans-cis yag asiti orant degisebilmekte ve membran
akiskanlhig1 azaltilmaktadir. S. aureus’un 4 sinif 1s1 sok proteini bulunur. Smif I, dnaK’y1
icerir; Smif II, o regiilon ile iliskilidir; Siuf III, dnaK’ya baglanan CtsR represoriinii
kodlayan genlerdir; Smif IV ise B. subtilis ile homoloji olusturan direng genlerdir. Enfekte
insandan alinan serumda, bakterinin erken uyarilan bir¢ok 1s1 sok proteinine karsi olusmus
antikor bulunmasi, bakteriyel 1s1 sok proteinlerinin atesli hastanin invazyonunda onemli
oldugunu gosterir (18,34).

Bakteri soguk stresine de yanit gelistirir. Bakteri, c¢ift katmanli fosfolipid
membranlarin akiskanligini azaltmak lizere membran yag asiti kompozisyonunda degisiklige
gider. Optimum akiskanlig1 siirdiirmek icin bakteriler, membranlarindaki doymamis yag asiti
miktarmi arttirr veya membran yag asitlerinin uzunluklarini azaltir, boylece diisiik
sicakliklarda akigkanlik artar. Cift zincirli niikleik asit {izerinde sogugun etkisini stabilize
etmek icin de DNA ve RNA’ ya bagl proteinlerin sentezini kontrol eder. Bunlar sitoplazma
ile uyumlu maddelerin bakteri i¢ine transferi ile yapilir ve bakteri fiziksel degisiklikler
olusturarak yapini degistirir. Soguk yanitinda ifade edilen proteinler, Csps (soguk soku
proteinleri) veya Caps (soguk soku alistirma proteinler) olarak isimlendirilir. Csps hizli, ama

gecici olarak sentezlenir (34).

5. Stres yamitinin regiilasyonu: Stres yanit kompleks bir sinyallesme ile gelisir.
Bir¢ok bakteride transkripsiyona hakim olan diizenleyiciler sigma faktorlerdir (Sekil 5).
Sigma faktorler, gen bdlgesine 0Ozgii transkripsiyon i¢in spesifik promotor dizilerinin
tanimlanmasimni saglayan RNA polimerazin alt tiniteleridir. S. aureus’un bu giine dek dort
farkli sigma faktorii tammlanmustir. Bunlardan ¢ biitiin bakterilerde korunan birincil sigma

faktordiir, “house keeping” genlerin ifadesinden sorumludur. ¢® genel stres yamtmnda rol
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oynayan alternatif sigma faktordiir. Biiyiime fazi boyunca o® diizeyi sabittir; ama olagan dist
pH, 1s1 soku, yiiksek ozmolarite kosullarinda aktive olur. Ancak, besin yetersizliginde hayatta
kalma mekanizmalarinda gorevli degildir. ¢® mutantlari, besin kithiginda normal asit direnci
gelistirmelerine ragmen asit adaptasyon yanitinda zayif kalir. Ek olarak oksidatif strese azalan
direng gosterir ve 1s1 sokunu gideremez. o° tarafindan regiile edilen genler arasinda
stafiloksantin biyosentetik operon, alkalin sok protein-23 ve termoniikleaz bulunur.
Tanimlanmis diger sigma faktorler, o' ve o° siradan kosullarda zayif ifade olurlar, stres

yanitinda artarlar (18,40).

—> Stresten Korunma
Glutamar dekarboksilaz
Katalaz

Clp ve diger proteazlar

l—2=> Influks ve efluks

Ozmolit tagrvicilar:
Aminoasit tasivicilar
Katvon ve anvon tasivicilart

1_{‘ A —t—— (Post-) transkripsiyvonel regiilatorler
pOllnlel'aZ SigB aktivitesinin regiilasvonu
kor SarA (staphvlococcal accessory regulator A)

b—a3 Viriilans faktiérler
Stafilokokal koagiilaz

—>N\letabolizma

Amino asit sentezi

Vitamin ve kofaktér sentezi
—>Diger

Rimozomal proteinler

——> Bilinmeyen fonksiyonlar

Sekil 5. ¢"’nin S. aureus genomunda regiile ettigi genler (41)
Burada goriildiigii gibi RNA polimerazlara baglanan 6® hem stres yanit

regiilatorlerinin hem de dogrudan stres yamit genlerinin transkripsiyon faktorleri
ifadesini kontrol eder.

Staphylococcus aureus ENFEKSIYONLARI VE ANTIBiYOTIK DIRENCI
SORUNU

Staphylococcus aureus Enfeksiyonlar
S. aureus H. sapiens’de hem direkt invazyonla fizyolojik sistem organlarina fiziksel
hasar vermekte, birgok enfeksiyon hatalifmin gelismesine sebep olmakta, hem de

toksinleriyle 6liimciil semptomlara yol agmaktadir. En sik rastlanan enfeksiyonlar menenjit,
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perikardit, endokardit, bakteriyemi, toksine baglh hastaliklar, kemik ve eklem enfeksiyonlari,

deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 ve akciger enfeksiyonlaridir (Sekil 6).

Asrnpivern
Préimoni Menenjit Perikardit
Akciger enfeksiyonlar Endokardit
Bakterivemifsepsis

Deri ve vummusak dokn

enfeksivonlar

Eemik ve eklem Toksine bagh
Follililit enfeksivonlar hastahklar

3 Besin zehirletimesi
Fronll Osteormivelit

Karbondail Pivormiyozit Tolksilk gol

Frotez ellermn
sendrormg

Impetign enfelmiyonlan Septile bursit
Supiiratif hidr
il Septik artrit Hiamﬁ e
“ara enfelmiyonlan ) -
Erizipel

=ellilit
Melkrotizan fassiit

Sekil 6. S. aureus’un neden oldugu enfeksiyonlar (5)

Sekilde goriildiigii gibi S. aureus 8 grup enfeksiyona neden olmaktadir.

Staphylococcus aureus’un Antibiyotik Direnci

Tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi bakterinin gelistirdigi direng, hastaliklarin
tedavisinde basarisizliklara yol agmaktadir. Ozellikle ¢oklu ila¢ direng varligi mevcut tedavi
seceneklerinin yetersiz kalmasma ve ilag sektoriinii yeni tedavi segenegi arastirmalarma
yonlendirmektedir. Toplum kaynakli bu enfeksiyonlarn yani sira ciddi hastane kaynakl
enfeksiyonlara da neden olmaktadir.

Penisilin ilk kez 1940’larda tip alaninda kullanilmaya bagslandi. O tarihlerde biitiin S.
aureus suslar1 penisiline oldukca duyarliydr ve en ¢ok izole edilen hastalik yapici patojen

streptokoklard1 (Sekil 7). Penisilinin tedavi ajan1 olarak kullanilmaya baslanmasi sonrasinda,
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bakterilerin antibakteriyel ajanlara direng gelistirdigi goriildii. 1948’e kadar Ingiltere’de
hastanelerden izole edilen stafilokoklarm bircogunun penisiline direngli oldugu saptandi ve
stafilokoklar en ¢ok izole edilen patojen haline geldiler. Bu durum karsisinda 1959 yilinda 8-
laktamaza direncgli yar1 sentetik penisilinlerden metisilin; sonrasinda oksasilin ve nafsilin
kullannrma girdi. Ancak sadece 2 yil sonra metisilin direngli suslarin gelistigi saptandi.
Metisilin direngli S. aureus (MRSA)’nin izolasyonu ve tamimlanmasindan sonra 50 yil
gecmesine ragmen hala tedavi ajani gelistirmek miimkiin olamadi. S. aureus’un sahip oldugu
bircok Ozellik giinlimiizde onun dikkat ¢eken, basarili bir insan patojeni olmasini sagladi.

Sekil 7°de bakterinin antibiyotik diren¢ gelistirme siireci gosterilmektedir. (7,42,44).

S. aureus enfeksivonlarnda
antibivotik kullanim ve
antibivotige karsi direng
bildirimi
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VISA: Vankomisine yari direngli S. aureus; VRSA: Vakomisin direngli S. aureus; GSBL: Genislemis
spektrumlu B-laktamaz; VRE: Vankomisin direngli enterokok

Sekil 7. Baz1 bakteriler ve S. aureus’un kazandig1 diren¢ ve zaman grafigi (Mavi grafik

cizgileri 42 nolu kaynaga, Sekil tasarimi yazara aittir)

Sekilde penisilin, metisilin ve vankomisin antibiyotiklerine c¢esitli organizmalarin zaman
icerisinde kazandigr diren¢ goriinmektedir. Yukaridan asagiya uzanan oklar iizerinde
antibiyotigin kullamma girdigi yil ve diren¢ bildirilen yil verilmistir. Mavi renkteki egriler adi
gecen bakterinin rastlanma sikh@indaki artis ve azahis1i gostermektedir (bagil gosterim).
Grafigin en saginda bakterilerin kliniklerde kullanilan isimleri yer almaktadir.

Stafilokoklarda antibiyotik direng genleri suslar arasinda degis tokus edilir ve
antibiyotige direngli bir¢ok sus ortaya c¢ikar. Metisilin direnci, ¢oklu direncin bir gdstergesi
olarak kabul edilir. Coklu diren¢ gosteren MRSA suslarma bagli enfeksiyonlarin artmasi
nedeniyle, son 25 senedir glikopeptidler (vankomisin ve teikoplanin) stafilokokal hastane

kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Ancak, 1990 yilinda S.
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aureus enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan glikopeptid antibiyotiklerdeki klinik
basarisizliklar ve 1997 yilinda Japonya, ABD, Fransa, Hong Kong ve Kore’de vankomisine
azalmig duyarlilik gdsteren MRSA’nin (GISA/VISA izolatlar1) nin ortaya c¢ikmasi bilim
diinyasin1 kaygilandirdi. GISA suslarinin glikopeptidlere azalmis hassasiyeti terapdtik
alternatifleri smirladi. 2002 yili Haziran ayinda ise ABD’de ilk vankomisine direncli S.
aureus (VRSA) izolat1 bildirildi. Bu izolatin, VISA suslarinda olmayan, enterokoklara 6zgii

vankomisin direng¢ geni vanA tasidigi tespit edildi (16,30,43-52).

Staphylococcus aureus’un Hastane Enfeksiyonlarindaki Onemi
Hastane kaynakli enfeksiyonlarin saglik hizmetlerine etkisi iizerine bir¢ok calisma

mortalite ve morbiditeyi arttirdigini, hastane ve yogun bakim iinitesinde yatis siiresini
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%1-3
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Sekil 8. 2008 yilinda hastalik etkeni olarak izole edilen S. aureus suslarinda MRSA oram
(52)

Sekilde Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi (EARSS)’nin 2008 yili raporundan
alinan ve iilkeler bazinda, bir yilda izole edilen S. aureus suslarinda MRSA oranimi veren harita
sunulmaktadir. Bu haritada oranlar yiizdelik dilimlerle verilmekte ve bu degerler harita
iizerinde farkh renkler ile vurgulanmaktadir. Kirmzi renkle vurgulanmus Tiirkiye’de izole
edilen S. aureus suslarinda MRSA orani1 %25-50 dilimine denk gelmektedir.
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uzattigin1 gosterir. Yatan hastalarda tibbi girisimler, cerrahi miidahaleler ve protez
uygulamalarmin yayginlhigi 6zellikle hastane ortaminda bulunan direngli suslarla enfeksiyon
riskini arttirmaktadir. Hastanede uzun siireli yatis diyabet ve kanser gibi altta yatan hastaligin
varhig1 riski artiran diger 6nemli faktdrlerdendir. Diinya Saghk Orgiitii'ne gdre hastanede
yatan hastalarin %15’inden fazlas1 hastane kaynakli enfeksiyonlara maruz kalir. Avrupa
Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi (EARSS)’nin 2008 yili1 raporuna gore (Sekil 8)
Tiirkiye’de hastalardan izole edilen S. aureus suslarinin metisilin diren¢ oram1 %25-50’lik

dilim icerisindedir (50,53,54).

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesinde 2008 yilinda
Karahocagil ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada hastalarda tespit edilen hastane
enfeksiyonlarindan izole edilen mikroorganizmalarin dagilimi Tablo 3’de verilmistir. Buna
gore S. aureus hastane enfeksiyonlarina yol agan izolatlarin %]11’ini olusturmustur. Bu
calismada ayrica enfeksiyon ajanlarinin anatomik dagilimi da capraz incelenmis (%48,2’°si
pnomoni, %19,6’si iiriner sistem, %18,7’s1 cerrahi alan, %13,4’ii kan dolasimi enfeksiyonu)
ve S. aureus’un cerrahi alan enfeksiyonlarinda %23,8 oranla E. coli ile birlikte birinci sirada,
kan dolasim enfeksiyonlarinda %20 ile ikinci ve pnomonilerde %7,4 ile besinci sirada yar

aldig1 bulunmustur (51).

Tablo 3. Van 100. Yil Universitesi Hastastanesinde 2008 yilinda hastane
enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalarin dagilim (51)

Mikroorganizma Say1 (n=109) %
Acinetobacter baumannii 26 23,8
Escherichia coli 22 20,2
Klebsiella pneumoniae 18 16,5
Pseudomonas aeruginosa 13 11,9
Staphylococcus aureus 12 11,0
Enterecoccus faecium 10 9,2
Staphylococcus epidermidis 6 5,5
Candida albicans 2 1,8

Tabloda Karahocagil ve ark.’in ¢ahsmasinda izole edilen hastane enfeksiyon ajanlarinin dagilim
gosterilmektedir. Ikinci siitun hasta sayilarimi ve son siitun yiizdelik oranlari vermektedir. S.
aureus’un %11,0 oranda hastane enfeksiyon ajanlar1 arasinda yer aldig goriilmektedir.

Hastane calisanlarinda da S. aureus kolonizasyonu hastane enfeksiyonu riskini arttiran
onemli bir faktordiir. Trakya Universitesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nde 2010

yilinda riskli boliimlerde 180 personel {lizerinde yapilan kolonizasyon incelemesinde denek
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grubunun %19,44’linde kolonizasyon saptanmistir. Kolonize personel mesleklerine gore
incelendiginde farkli kolonizasyon oranlarina rastlanmistir. Alt1 meslekten iigline ait degerler

Tablo 4’te verilmistir. Izolatlarinin %2,86’s1t MRSA olarak bulunmustur (49).

Tablo 4. Trakya Universitesi Hastanesinde 2010 yihnda S.aureus kolonizasyonu
ile ilgili veriler (49)

Denek grubunda S. aureus kolonizasyon orani %19.4
S.aureus izolatlarmda MRSA orani %?2.86
Kolonize personel i¢inde doktor orani %23.7
Kolonize personel iginde hemsire orant %12.5
Kolonize personel i¢inde temizlik personeli orani %31.2

Tabloda %19,4 olarak gosterilen izolatlarin MRSA pozitifligi ve izole edildigi deneklerin iic
meslek grubu icin dagihm goriilmektedir. Hemsirelerde rastlanan kolonizasyonun hekimlerin
yarisi oraninda olmasi bu personelin dikkatli ¢calistigini, temizlik personelinde hesirelere gore 2,3
kat yiikseklikte tasiyicilik orani saptanmasi bu personelin dikkatsiz cahstigim diisiindiirmektedir.

Bu bilgilerin 151ginda S. aureus enfeksiyonlarmnin hastane enfeksiyonlarinda 6nemli
oldugu, diren¢ sorununun bu 6nemi arttirdigi, diger yandan hastane calisanlarinin hijyen
kurallarina uygun c¢alismasinin diren¢ sorununu Onemli oranda hafifletebilecegi

anlasilmaktadir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali arastirma
laboratuvar1 ve ayrica tiniversitemizin Saglik Arastrma ve Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Bolim Laboratuvarlarinda yapildi. Calismanin inokiilasyon islemleri aseptik ¢alisma
kosullarinda kabin ve ates altinda yapilmistir. Calismada kullanilan tiim ayira¢ formiilleri EK-
3’de verildi. Calisma yontemleri su sirayla acgiklandi: (a) Calisma Materyali ve Bakteri
Stoklama; (b) Agar ve S1vi Besiyerinde Bakteri Kiiltiiri; (c) Suslarin Antibiyotige Maruziyeti
(A/ Antibiyotiklerin Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi; B/ Ara
Seyreltmeyle Hassas MIK Degerinin Belirlenmesi; C/ Bakteri Uremesini %20, %50 ve %80
Oraninda Inhibe Edebilecek Antibiyotik; C/ Konsantrasyonlarmin Grafik Uzerinde
Arastirilmast; D/ Antibiyotik Stresine Maruziyet Sartlarmin Optimizasyonu ve Maruziyet
Deneyi); (¢) Elektroforetiplendirme Calismasi (A/ Protein Izolasyonu; B/ Protein
Konsantrasyon Tayini; C/ Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi); (d)
Antibiyotige Kars1 Stres Yanitinda Rol Alan Ifade Uriinlerinin Elektroforetipik Analizi ve

Elektroforetiplerin Proteom Evrenlerinin Tahmini.

CALISMA MATERYALI VE BAKTERI STOKLAMA

Bu c¢alismada 7 adet S. aureus bakteri susu incelenmistir. Bunlardan standart sus
ATCC" 29213 susu olup istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim
iiyesi Prof. Dr. Nezahat Giirler’den, iic adet MSSA susu Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali dgretim tiyesi Prof. Dr. Murat Tugrul’dan alinmistir.
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Diger suslar Trakya Universitesi Saglik Arastrma ve Uygulama Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Boliimiinde hastalardan izole edilmistir. Standart sus transport besiyeriyle
almmistir. Hastalardan izole edilen suslar agar besiyerinde teslim alinmistir. Agar
besiyerindeki Ornekler i¢in buradaki tek koloniden 6rnek alinarak kanli agar besiyerine
pasajlanmig, stoklamak i¢in saf kolonilerden 3-4 koloni almarak bakteriler boncuklu tiipe
aktarilmis ve -80°C’de saklanmustir. Burun izolatlar1 boncuklu besiyerinden kullanilmaistir.
Calismada kullanilan suslardan 3’1 metisilin direngli ve 4’ti metisilin duyarlidir (Tablo 5).
Hastalardan izole edilen suslar hakkinda bilgiler ilgili laboratuvar ve hastane arsiv

kayitlarinda bulunmaktadir (49).

Tablo 5. Cahismada kullanilan bakteri suslarinin 6zellikleri

Suslar izolasyon yeri Antibiyotik direng Elde edilme sekli
durumu

ATCC®29213 (Standart sus) Metisilin duyarlt Transport besiyeri
MSSAL1 Burun siiriintiisii Metisilin duyarlt Boncuklu tiipler -80°C
MSSA2 Burun siiriintiisii Metisilin duyarlt Boncuklu tiipler -80°C
MSSA3 Burun siiriintiisii Metisilin duyarli Boncuklu tiipler -80°C
MRSA1 Burun siiriintiisii Metisilin direngli Petriden izolasyon
MRSA2 Endotrakeal Aspirat Metisilin direncli Petriden izolasyon
MRSA3 Burun siiriintiisii Metisilin direngli Petriden izolasyon

AGAR VE SIVI BESIYERINDE BAKTERI KULTURU

Bakteri kiiltlir calismalarinda pasaj islemleri alev altinda aseptik kosul saglanarak ve
eldiven kullanilarak; inokiilasyon ve besiyeri tazeleme islemleri tip 1I biyogiivenlik kabini
altinda alev kullanarak gerceklestirildi. Pipet uglari, kiiltiir tiipleri gibi tiim malzemeler
otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilerek kullanildi veya steril tek kullanimlik malzeme
kullanild.

Boncuklu tiiplerden bakteri kullanmak i¢in iki boncuk 5 mL’lik BHIB besiyerine
aktarildi, vortekslendi ve 37°C etiivde 4 saat inkiibasyona birakildi. Ureyen bakteriler kanli
agar besiyerine pasajlandi. Bu maksatla sivi besiyerindeki kiiltiirden 6ze yardimiyla alinan
bakterilerden koyun kanli agar plak besiyerine ¢izgi ekim yapildi, plaklar 37°C etiivde bir
gece inkiibe edildi. Ertesi giin bakteri kolonisi hemoliz ve koloni morfolojisi yoniinden

degerlendirildi (Sekil 9) (49).
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B-HEMOLIT

EREMSARL
KOLOME RENGE

Sekil 9. Kanh agarda iireyen standart susun koloni yapisi
16 saat inkiibasyon sonunda S. aureus suslar1 8-hemoliz yaparak krem sar1 renkte
koloniler olusturmaktadir.

Stv1 besiyerinde kiiltiir yapmak i¢in kanli agardaki birka¢ koloni alinarak serum
fizyolojikte siispanse edildi ve bunun McFarland spektrofotometresinde yogunlugu olgiildii.
Olgiimde absorbans degerinin 0,100-1,200 arasinda elde edilmesi saglandi, gereginde

seyreltidi. Olciim sonunda siispansiyonun yogunlugunun 0,5 McF’a (10° CFU/ml) gelmesi

5,5

3
———

MCcF
(5]

_ _ CFU/ml*10*
McF: Mac Farland; CFU: Colony Forming Unit

Sekil 10. McF degerinin CFU/mL degerine ¢evrimini saglayan grafik (55)

Apsis ve ordinatta gosterilen degerler kaynakta belirtilen listeden alinarak bu grafik cizildi.
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icin gereken seyreltme miktar1 bulundu ve bakteriler BHIB sivi besiyerinde bu yogunluga
getirildi. Ardindan, kiiltiir icin arzu edilen nihai bakteri sayisina ulasmak i¢cin gereken
seyreltme orani bulundu. McF cinsinden yogunlugun CFU/mL sayisina ¢evrilmesi i¢in Sekil
10°daki ¢evirim grafigi kullanildi. Siispansiyon BHIB ile gerekli miktarda seyreltilerek 12
saat 37 °C’de duragan olarak cogaltildi Inkiibasyon sonrasi bakteri yogunlugu tekrar
Olgiilerek bakteri sayisi bulundu. Siispansiyonun kontaminasyon kontrolii i¢in agar plaga

yapilan ekim yapild1 ve kiiltiir sonras1 koloni yapisi incelendi (55).

MIK deneylerinde sivi besiyeri MHB besiyeri kullanilarak yapildi. Bu deneylerde
bakterilerin sayis1 10° CFU/ml’ye ayarlandi.

SUSLARIN ANTIiBiYOTIGE MARUZIYETI

Antibiyotiklerin Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

MIK deneyinde antibiyotik ¢dzeltisi ve bakteri siispansiyonu ayri ayri hazirlanarak
bunlar ¢apraz kiiltiir edildi. Bu maksatla, dnce stok antibiyotik ¢ozeltisi hazirlamak i¢in toz
oksasilin (Sigma, Almanya) ve vankomisin (Hospira, UK) antibiyotikleri ayr1 ayr1 suda 1024
pg/mL konsantrasyonunda ¢oziildii ve 0,22 um’lik steril filtreden gecirildi. Tiim antibiyotik
cozeltileri deney Oncesi taze hazirlandi.

Capraz karistirma islemi standart sus icin hem standart yontem olan tiiplerde seri
seyreltme ile hem de 24 kuyucuklu steril plastik plaklarda seri seyreltme ile yapildi. Tiplerle
yapilan deneyde ilk tiipten sonraki tiiplere 1 mL MHB eklendi. Geri kalan 13 tiipe 1’er ml
MHB eklendi. Stok antibiyotik ¢dzeltisinden ikinci tiipe 1 mL eklendi ve bundan sonra 1/2
seri seyreltme son tiipe kadar yapildi, son tiipten alinan 1 mL atildi. Birinci bos tiipe ise 1 mL
antibiyotik eklendi. Bu sekilde tiiplerde 1024 pg/mL’den baglayip 0,125 ng/mL’ye kadar seri
antibiyotik konsantrasyonu elde edildi. Bundan sonra tim tiiplere 10°CFU/ml bakteri
siispansiyonundan 1’er mL eklendi. Sonugta 14 tiipte hem antibiyotik konsantrasyonu yar1
yartya seyreldi hem de her birinde 5X10° CFU/mL sayida bakteri yer aldi. Deneye Sekil 12°de
bildirilen kontroller de dahil edildi. Tim tiipler 18-24 saat 37 °C’de duragan olarak
inkiibasyona kaldirildi. Ertesi gilin iireme inhibisyonunun son olarak gozlendigi tiipteki

antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak tespit edildi (Sekil 11) (55).
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Sekil 11. Oksasilin MiK deneyinde MiK degerinin saptanmasi

Sekilde dort nihai antibiyotik konsantrasyonunun tiipii 6ne alinmis ve fotograf oyle cekildi.

Burada goriildiigii gibi standart sus icin iiremenin son engellendigi tiip 0,25 pg/ml oksasilin
iceren ve iizerinde kirmizi rakam olan tiiptiir, sonraki 0,125 pg/ml tiipte ve sonraki tiiplerde
iireme goriilmektedir. Tiipler iizerindeki sayillar antibiyotik konsantrasyonunu belirtmektedir

ve birimi pg/ml’dir.

24 kuyucuklu plakta yapilan deneyde yukaridaki ¢apraz karsilagtirma ve seri seyreltme
oranlarinin aynis1 uygulandi. Ertesi glin iireme inhibisyonunun son olarak gozlendigi
kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak tespit edildi. Ilgili tiiplerin optik
yogunlugunu 6lgmek iizere 200 pL. numuneler 96 ¢ukurlu U dip ELISA plaklara aktarildi ve
mikro okuyucuda 600 nm’de optik yogunluk o6l¢iildii.

Ara Seyreltmeyle Hassas MiK Degerinin Belirlenmesi

Standart susun MIK degerinin hassasiyetinin arttirilmasi igin ara seyreltme testi
tiiplerde yapildi. Bunun igin standart yontemle saptanan MiK degerinin iki iistiindeki ve iki
altindaki degerler arasinda MiK deneyi yapildi. Antibiyotik konsantrasyon seyreltmesi 4/5

oraninda olmak iizere diger manipiilasyonlar standart MiK deneyindeki gibi yapildi. Ayrmti
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Sayilar (siyah-kirmuzi): Antibiyotik konsantrasyonlar1 (pg/ml); Kisaltmalar: +K: pozitif kontrol kuyucugu;
-K: negatif kontrol kuyucugu

Sekil 12. Oksasilin MiK deneyinde MiK degerinin 24 kuyucuklu plakta saptanmasi

Al kuyucugundan baslayip A2 ile devam eden seri seyreltildi oksasilin konsantrasyonlar1 C2’de
son buldu. Bu kuyucuklara bakteri siispansiyonu eklendi. CS5 kuyucuguna antibiyotik
icermeyen serum fizyolojik iizerine bakteri siispansiyonu eklendi. C3 kuyucugunda sadece
antibiyotik, C4 ve D4 Kkuyucuklarinda sadece besiyeri bulunmaktadir. ilk 14 kuyucuk
iizerindeki sayilar antibiyotik konsantrasyonunu belirtmektedir ve birimi pg/ml’dir. Burada
goriildiigii gibi iiremenin son engellendigi kuyucuk 0,5 pg/ml oksasilin iceren ve iizerinde
kirmizi rakam olan kuyucuktur, sonraki 0,125 pg/ml kuyucukta ve sonrakilerde iireme
goriilmektedir.

sOyledir: Seyreltme i¢in ilk tiipe 0,75 mL antibiyotik, ilk tlipten sonraki tiipe 0,75 mL MHB
iizerine 3 mL antibiyotik soliisyonu eklendi. Her seferinde tiipten 3 mL besiyeri-antibiyotik
¢ozeltisi alinarak yandaki tiipe aktarildi. Vankomisin seyreltmeleri 4/5 oranli ve 7 basamakli
nihai 2ug/mL ile 0,524pg/mL arasinda; oksasilin seyreltmeleri 4/5 oranli ve 13 basamakli
nihai 1 pg/mL ile 0,068ug/mL arasinda yapildi. Buna gore tiipler iginde vankomisin igin 2,
1,6, 1,28, 1,024, 0,819, 0,665, 0,524 pg/mL; oksasilin i¢in 1, 0,8, 0,64, 0,512, 0,41, 0,327,
0,262, 0,209, 0,167, 0,133, 0,106, 0,085, 0,068 pg/mL nihai konsantrasyonlar olusturuldu.
Tiiplere eklenen es hacimli ve nihai 5X10° CFU/mL yogunlukta bakteri siispansiyonu 20-24
saat inkiibe edildi. Ertesi gilin tireme inhibisyonunun son olarak goézlendigi tiipteki antibiyotik
konsantrasyonu MIK olarak tespit edildi. Siispansiyonlardan alman 200 pL numuneler 96
cukurlu U dip ELISA plaklara aktarildi ve mikro okuyucuda 600 nm’de optik yogunlugu
olgtildii (55).
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Bakteri Uremesini %20, %50 ve %80 Oraninda Inhibe Edebilecek Antibiyotik

Konsantrasyonlarinin Grafik Uzerinde Arastirllmasi

Bakterinin antibiyotige yanit vermesi ve kullandigimiz teknik ile bir yanit saptanmasi
arasinda fark olup olmadigmi anlamak i¢in bakterinin antibiyotikten etkilenme grafigi
olusturuldu. Bu maksatla hassas MiK degerinin optik yogunluk degeri ordinata ve deneyde
kullanilan antibiyotik konsantrasyonlar1 apsise konarak bir grafik c¢izildi. Bir plato ile
sonuglanan lineer bir egri elde edildi. Platonun basladig1 deger {iremenin durdugu %100 MIK
degeri olarak kabul edildi ve MIK%100 olarak isaretlendi. Antibiyotik bulunmayan tiipteki
optik deger iiremenin % 0 inhibe oldugu deger kabul edildi ve MIK%0 dendi. Iki optik deger
arasindaki fark iiremenin %0 ile %100 arasindaki dagilimini i¢eren egriyi belirledi. Farkin
yarist MiK%100’e kars1 gelen optik yogunluga eklenerek iiremenin % 50 inhibe oldugu
antibiyotik konsantrasyonu apsisten bulundu ve MiK%50 olarak isaretlendi. Hesaplama, Sekil
13°de drnegi verildigi gibi okasilin igin su sekilde yapildi: MIK%100 =0,180 OD ile MIK%0
=0,055 arasindaki fark 0,125 OD olarak bulundu. MIK%50 i¢in bu degerin yaris1 almarak
(0,125/2)+0,055 =0,1225 OD degeri bulundu ve karsiliginda 0,16 pg/ml antibiyotik
konsantrasyonu elde edildi. Benzer oranlama ile tiremenin % 20 ve % 80 inhibe oldugu optik
yogunluklar ve bunlara karsi gelen antibiyotik konsantrasyonlar1 belirlendi. Bunlarda,
MIK%80 i¢in (0,125/5) + 0,055 ve MiK%20 i¢in (0,125/5) 4 + 0,055 formiilleri kullanilarak
hesaplamalar yapildi.

Antibiyotik Stresine Maruziyet Sartlarinin Optimizasyonu ve Maruziyet Deneyi

Bakterilerin strese yanit verdigini saptayacagimiz deney kosulunu bulmak iizere
antibiyotiklerin konsantrasyon ve maruziyet siiresi optimize edildi. Bu maksatla satandart sus
kullanilarak asagida agiklanan dort deney yapildi ve her deney sonrasi yanitlar
elektroforetiplendirildi. Bu deneylerde kullanilan kontrol tiiplerine antibiyotik eklenmedi. Her
deneyin kontaminasyon kontrolii i¢cin hem besiyeri degisimi hem de protein izolasyon oncesi

bakterilerden agar ve siv1 besiyerine ekim yapildi.

32



0,195
0,182
0,169
0,156
0,143

0,13
0,117
0,104
0,091

0,078 -

0,065
0,052

0,026
0,013

0,039

— KD )

- IS0

+—— MIKy100

0 01 0.2 0,2 0,4 0,5 06 07 0,8 0,9 1 1,1

0,275
0,25
0,225
0,2
0,175
0,15
0,125
0,1
0,075

0,025

0,05 -

A 1150

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2 14 1.6 1,8 2 2,2

Sekil 13. Oksasilin ve Vankomisin icin iiremeyi %20, %50 ve %80 oraninda inhibe

eden konsantrasyonu saptama grafigi.

Ustteki A grafigi Oksasilin ve altindaki B grafigi Vankomisn icin ¢izildi Ureme sonrasi
olcillen optik yogunluklar apsise, antibiyotik konsantrasyonlar1 ordinata yazilarak Excel
programinda grafik ¢izildi. Kirmizi oklarla gosterilen noktalar oksasilin icin MIK%0,
MIiK%50 ve MiK%100 degerlerini verdi. MIK%100 ile MIK%0 arasindaki optik
yogunluk fark iistteki A grafiginde gorece koyu renk kutu icinde hesaplandi.
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1. deneyde, bakterilerin farkh antibiyotiklerin farkh konsantrasyonlarina farkh
siirelerde maruz kalmasi capraz Kkarsilastirildi: Bunun igin, 10° CFU/ml yogunlukta
standart sus bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin bakteri sayis1 bulundu ve besiyeri
degistirilerek bakteriler ayr1 ayr1 1/27 MIK, 1/67,5 MIK ve 1/108 MIK oksasilin veya
vankomisin konsantrasyonlarma ayr1 ayr1 40 dk, 2 sa, 7 sa ve 24 sa siireyle 37 °C’de maruz

birakild..

2. deneyde, bakterilerin farkh antibiyotiklere maruz kalmas1 c¢apraz
karsilastirildi: Bunun icin, 10’ CFU/ml yogunlukta standart sus bir gece 37 °C’de 1/60 MiK

degerinde vankomisin veya oksasilin konsantrasyonuna 18 sa maruz birakildi.

3. deneyde, bakterilerin farkh antibiyotiklere farkh siirelerde maruz kalmasi
capraz karsilastirildi: Bunun i¢in, 2X10° CFU/ml yogunlukta standart sus bir gece 37 °C’de
inkiibe edildi. Ertesi giin bakteri sayis1 bulundu ve besiyeri degistirilerek bakteriler 1/180
MIK degerinde vankomisin veya oksasilin konsantrasyonuna ayr1 ayr1 5 dk, 2 sa, 7 sa ve 24 sa

siireyle 37 °C’de maruz birakildi.

4. deneyde, bakterilerin farkh antibiyotiklerin 1IMIK konsantrasyonuna farkh
siirelerde maruz kalmasi capraz karsilastirildi: Bunun icin, 5X10° CFU/ml yogunlukta
standart sus 12 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin bakteri sayis1 bulundu ve besiyeri
degistirilerek bakteriler 1 MIK degerde oksasilin veya vankomisin konsantrasyonlarina ayri

ayr1 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa, 3 giin, 6 giin ve 9 giin siireyle 37 °C’de maruz birakildi (56).

Dort optimizasyon deneyinde kullanilan degiskenler toplu halde Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Optimizasyon ¢calismalarinda uygulanan stres kosullari

DN | Bakteri sayisi Antibiyotik konsantrasyonu Inkiibasyon
(CFU/ml)

1 |2,7X10° = 1/27-1/108 MIK Oksasilin 40 dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa
= 1/27-1/108 MIK Vankomisin

2 | 1,2X10° = 1/60 MIK Oksasilin 18 sa
= 1/60 MIK Vankomisin

3 |2,7xX10° = /180 MIK Oksasilin 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa
= 1/180 MIK Vankomisin

4 | 2,7X10° = | MIK Oksasilin 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa,
* | MiK Vankomisin 3 giin, 6 giin, 9 giin

DN: Deney numarasi; dk: dakika; sa: saat; CFU/ml: colony forming unit/mililitre
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Yukarida agiklanan optimizasyon c¢aligmalarinin sonucunda optimum saptanabilir
antibiyotik stres kosulu saptandi ve tlim suslar optimum maruziyet sartlarinda deneye alindi.
Buna gore, suslar nihai 5X10° CFU/ml yogunlukta 10 ml sivi BHIB iginde 12 saat 37 °C’de
cogaltildi. Tiiplerin kontaminasyon kontrolii i¢in ertesi giin koloni yapisini incelemek {izere
agar plaga bunlardan ekim yapildi. S1v1 besiyerindeki ¢cogalma sonrasi bakteri iiremeleri McF
bulaniklik testiyle dl¢iildii ve Sekil 10°daki egriden yararlanilarak militredeki bakteri sayisi
bulundu (Tablo 7). Bakteriler taze besiyerinde aynmi hacimde siispanse edildi. Bakteri
siispansiyonuna 1 MIK konsantrasyonunu saglayan oksasilin (Sigma, Almanya) veya
vankomisin (Hospira, UK) miktarin1 bulmak i¢in, minimum inhibitdér konsantrasyonunun
belirlenmesi deneyinde saptanan antibiyotik miktar1 orantilandi ve bu miktarlar
stispansiyonlara ilave edildi (Tablo 7). Oksasilin direncli suslara standart sus i¢in elde edilen
oksasilinin 1 MIK degerinin 10 kat1 antibiyotik eklendi. Bakteriler 5 sa veya 24 sa
antibiyotige maruz birakildi. 24 saatlik tliplerin besiyeri 12°nci saatte tazelendi. Kontrol

tiiplerine antibiyotik eklenmedi. Inkiibasyonlar

Tablo 7. 12 saat kiiltiir sonrasi besiyerinde McF bulanikhgi, bakteri sayilar1 ve deneyde
kullanilan antibiyotik miktarlan

Suslar 29213 | MSSAI | MSSA2 | MSSA3 | MRSAI | MRSA2 | MRSA3
MCcF 8,85 9,9 8,1 10,5 10,5 10,05 8,85

CFU-10° 26,55 29,7 | 243 31,5 31,5 30,15 26,55
10mL | Oksasilin (ug) 8867,7 | 14850 | 63000 12150 | 105210 | 100701 | 88677
i‘;‘:‘“ Vankomisin (ng) | 271872 | 22869 | 48510 | 37422 | 97020 | 46431 40887

Tabloda dikkat edilirse oksasiline direngli MRSA1, MRSA2, MRSA3 icin kullamlan antibiyotik
miktarlan standart sus icin kullanilan oksasilin miktarinin 10 kati1 diizeyindedir.

bittiginde her tiipteki canli bakteri varlig1 siv1 besiyerine ve saflig1 kat1 besiyerlerine ekim ile

takip edildi ve yanitlar elektroforetiplendirildi (56,57).

ELEKTROFORETIPLENDIRME CALISMASI
Protein c¢aligmalarinda tiim tiip ve pipet ucu gibi proteinlerle temas eden malzemeler

otoklavlanarak ve cam malzemeler Pasteur firininda sterilize edilerek kullanildi.
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Protein izolasyonu

Antibiyotige maruz kalan ve kalmayan bakterilerin hiicre duvar protein izolasyonu i¢in
s1v1 besiyerinde kiiltiir sonras1 bakteriler 4°C’da 2000 g’de 30 dk santrifiij edildi, iist siv1
atildi, ¢okelti nihai %0,05 NaNj; iceren soguk PBS ile ve vorteks yardimiyla homojenize
edilerek ependorf tiipe aktarildi ve 10000 g’de 1 dk santrifiigasyonlarla 3 kez yikandi. 5 dk
antibiyotige maruz kalan tiipler ise PBS ile yikama dncesi maruziyetin hemen ardindan soguk
PBS ile 4 kat seyreltildi. Cokelti, 8-10 ul/ml proteaz inhibitér kokteyli iceren PBS icinde
dagitilarak -80°C sogutucuya stoklandi. Izolasyon i¢in &rnek iizerine 0,5 mL soguk aseton
eklendi, siispansiyon buz ilizerinde 5 dk bekletildi, santrifligasyon sonrasi st sivi
uzaklastirildi, ¢okelti tizerine hacminin iki kat1 ekstraktor eklendi, 5 dk 100 °C’de kaynatilda,
10000 g’de 5 dk santrifiij edilerek iist sivi toplandi, drnek gereginde -20 °C’de saklandu.

Stoplazmik protein izolasyonu i¢in yukarida agiklandigi gibi ¢oktiiriilen ve agiklanan
bakteriler tizerine ¢okelti hacminin iki kat1 kadar %5 tween 80 iceren TRIS tamponu-pH 7,4
veya PBS 1:2 oranda eklendi, 6rnek buz i¢inde iken 200 W 20 kHz ultrasonik homojenizator
kullanilarak ti¢ kez ve her defasinda 1dk % 36-37 gii¢ uygulama ile sonifikasyon yapildi,
6rnek 2000 g’de 10 dk santrifiij edilerek iist stv1 toplandi, gereginde 6rnek -20 °C’de sakland1
(57,59,60).

Protein Konsantrasyon Tayini

Bradford yontemiyle yapilacak tayinde once kalibrator serisi Bovin Serum Albiimin
(BSA) hazirland1 (Tablo 8). Seriyi hazirlamak icin once 2 mg/ml taze stok ¢ozelti PBS
icerisinde hazirlandi. Bunun i¢in kalibrator serisinin tiiplerine stoktan sirastyla 300 pL, 375
pL ve devami Tablo 8’de gbziiken hacimler eklendi. Bunlarmn lizerine sirasiyla O pL, 125 pL
ve devami Tablo 8’de goziiken PBS hacimleri eklendi. Boylece, nihai konsantrasyonlari
sirasiyla 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25, 0 pg/uL olan BSA kalibratorler elde
edildi. Bu kalibratorler ve orneklerden 10 pL 96’lik mikroplak kuyucuklarma nakledildi ve
iizerine 200 pL Bradford boyasi eklendi, 30 sn ii¢ boyutlu calkalayicida ¢alkaland1 ve sabit
plak oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Protein igeren Orneklerin kuyucuklarda
kahverenginden maviye renk degisimi gozlendi. Mikrospektrofotometrede 595 nm dalga
boyunda kuyucuklardaki absorbans degerleri 6l¢iildii. I¢inde protein bulunmayan ¢ukurcugun
absorbans degeri tiim 6rneklerin absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Kalibrator degerleriyle bir

egri ¢izildi (Sekil 14). Ornegin konsantrasyonunu bulmak i¢in, kalibrator egrisi {izerinde
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Tablo 8. BSA kalibratorlerinin hazirlanmasi

PBS (uL) Stok BSA (2000 pg/mL) Nihai Konsantrasyon (pg/pL)
0 300 uL 2000

125 375 uL 1500

325 375 uL 1000

175 B’den 175 uL 750

325 C’den 325puL 500

325 E’den 325 pL 250

325 F’den 325 uL 125

400 G’den 100 pL 25

400 0 0

Birinci ve ikinci siitunda gosterilen PBS ve BSA stok hacimleri karistirildiginda son siitunda goriilen
kalibrator serisi elde edildi.

Protein [C] degerleri (ug/ml)
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Sekil 14. Bradford standart degerler egrisi

Absorbans degerleri

Apsise oOrneklerin blank sonrasi

absorbans degerleri, ordinata BSA kalibrator
konsantrasyonlar1 gelecek sekilde Excel programyla egri cizildi. Egri diizeltmesi, Office
Word programindaki sekillerden egri secenegi kullamlarak yapildi (ince ¢izgi).

absorbans degerine kars1 gelen konsantrasyon bulundu (63).
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Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Izole edilen bakteri hiicre duvar proteinlerinin elektroforetiplendirilmesi i¢in SDS-
PAGE ile inceleme yapildi. Izolatlarin yiiklenmesi igin bir yiikleme plan1 olusturuldu ve en az
bir ¢ukur molekiiler agirlik kontrolii i¢in ayrildi. Ornekler 1 dk 8000 g’de santrifiij edildi ve
iist stv1 toplandi. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 saptandi. Yiikleme &ncesi protein
ekstrakt1 6rnek tampon ile 5 dk su banyosunda kaynatilarak denatiire edildi. Tiim Ornekler
yiikleme igin buzda beklemeye alindi. Orneklerin yiiklenecegi jel kuyu hacimleri tarak
dislerinden faydalanarak hesaplandi ve en fazla 3/4’i dolacak sekilde ylikleme Ornekleri
hazirlandi. Bunun i¢in ayr1 her bir ependorf tiipe 10 pg protein diisecek ornek eklendi ve tizeri
takip boyasiyla tamamlandi. Bakteri hiicre duvar protein ekstrakti yar1 hacimde ornek
tamponu ile karistirilacak hacimde ayarland.

Slab gel elektroforez jel camu alkolle temizlendi ve ¢erceve bantlariyla mesafe 1,5 mm
sabitlenerek kasete yerlestirildi. Kaset jel polimerlestirme diizenegine yerlestirildi. Jellerin
olusturulmasinda Laemmli metodu modifiye edilerek uygulandi. Hazirlanan %10-12,5’lik
taze aymrma jel eriyigi camlar arasma hava kabarcigi olusmamasma 6zen gosterilerek ve
camlarin {ist smirna 15 mm mesafe kalana dek dokiildii. Yiizeyin diizlesmesi igin 1 ml
izopropil alkol eklendi. Polimerlesmenin takibi icin ¢ozelti cam tiipe eklendi ve tiip egri
pozisyonda bekletildi. Polimerizasyonun 15-20 dk’da ger¢eklesmesi ardindan izopropil alkol
ortamdan uzaklastirildi, hazirlanan %4’likk yigma jel eriyigi aywrma jelinin {izerine
dolduruldu, icine tarak yerlestirildi ve polimerlesme yine egri tiipte takip edildi.
Polimerlesmenin ardindan kaset diizenekten ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Ust
hazneden alt hazneye kagak olup olmadig1 distile su kullanilarak test edildi (60).

Elektroforez icin TRIS tampon sistemi kullanildiginda, tampon her iki hazneye; borat
tampon sistemi kullanildiginda iist tampon iist hazneye ve alt tampon alt hazneye eklendi. Jel
tarag dikkatlice ¢ikartildi, cihaz 10 dk bosta 25mA, 100 V degerleriyle ¢alistirildi. Ardindan
yilikleme yapilarak elektroforez ayni elektrik degerleriyle baslatildi. Optimizasyonun 1., 2. ve
3. deneyleri borat tampon sistemi ile, optimizasyonun 4. deneyi ve stres yanit ifade
iirtinlerinin elektroforetiplendirilmesi TRIS tampon sistemi ile yiiriitiildii (61).

Proteinler ayirma jeline 15-20 dakikada eristi, bundan sonra voltaj 150 V’a arttirildi.
Boyanm elektroforez camlarmin alt smirma 10 mm yaklasana kadar elektroforeze devam
edildi ve bu siire boyunca akimm sabit kalmasmin takibi yapildi Elektrik kesilerek
elektroforeze son verildi. Hizla jel kaseti elektroforez tankindan ¢ikarildi, camlar kasetten

ayrildi, kiigiik cam elle dikkatlice jelden ayrildi, biiyiik cam ve jel arasma 1000 pL’lik pipet
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marifetiyle boya ve hava vererek jel camdan ayrildi, jel %25 metanol, %10 asetik asit ve
%0.005 Brom Fenol Mavisi iceren taze fiksasyon boyasina aktarildi. Iki boyutlu ¢alkalayicida
30 rpm’de jeller gece boyu boyanmaya birakildi. Jelden boya ¢ikarma isleminde %35 metanol
ve %10 asetik asit igeren boya giderici banyo kullanildi ve iglem 2 saat arayla tazelendi.
Jellerin beyaz 1s1kli goriintiileme kutusunda fotagraflar1 ¢ekildi. Molekiiler agirlik
kontrollerinin jel {izerindeki yerinden yararlanilarak cetvel olusturuldu ve bantlarin agirliklar
bu cetveller ve biiyiite¢ kullanilarak saptandi. Kurutmak igin jeller iki selofan tabaka arasinda
%10 gliserol igeren asetik asitli suda 15 dk bekletildi, ardindan cam plak lizerinde selofanlar
gerilerek arada kalan jel 36 saat oda sicakliginda kurutuldu. Jeller laboratuvar defterinde

gereginde tekrar incelenmek iizere muhafaza edildi (60).

ANTIBIYOTIGE KARSI STRES YANITINDA ROL ALAN iFADE
URUNLERININ ELEKTROFORETIPIK ANALIZI VE
ELEKTROFORETIPLERIN PROTEOM EVRENLERININ TAHMIiNi

Her deneydeki her 6rnegin yapilan elektroforezinden birbirinden farkli ve susa has
elektroforetip profilleri elde edildi. Oncelikle standart suslara ait ve antibiyotik icermeyen
kontrol Orneklerinin bantlar1 deneyler arasinda karsilagtirmali ve manuel olarak incelendi.
Incelemede standart susa dzgii profil bulundu ve varsa farkliliklar ortaya kondu. Daha sonra
standart susun degisik konsantrasyonlarda ve siirelerde antibiyotiklere maruziyeti sonucu elde
edilen stres yanit1 bantlar1 ortaya kondu. Daha sonra da tiim ¢alisma materyalleri i¢in ayni
incelemeler yapildi, profiller aras1 benzerlikler ve farklar, keza bunlarin strese yanit sonucu
degisimleri karsilastirmali ortaya kondu, mega analiz ile strese yanitta ortak davranan bantlar
bulundu.

Expasy veb serverin UniProt veri bankasindan anahtar kelime olarak “S. aureus cell
wall associated protein” kelime grubu kullanilarak uzaktan kumanda ile arama yapildi. S.
aureus’un duvarma iliskin 326 proteinin gen isimleri, veri bankasina ait erisim numaralari,
sus ad1 ve aminoasit uzunluklarini iceren bir liste elde edildi. Ayni genin veri bankasinda
coklu girigleri bulundugundan listede ayn1 protein igin tekrarlar oldugu goriildii ve bunlardan
biri rastgele secilerek digerleri diglandi. Elektroforetiplendirme ¢6ziiniirliikk araligimiz 16-145
kDa arasinda oldugundan buna karsilik gelen 118-1385 aminoasit araligi disindaki proteinler
dislandi. Listede bulunan 11 sitoplazmik protein listeden c¢ikarildi. Listedeki proteinlerin

aminoasit uzunluklar1 0,11 ile carpilarak denk gelen kDa elde edildi ve bu bilgi listeye
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eklendi. Proteinler, calismamizda bulunan bantlarla +/-5 kDa yakinlikta olmalarma gore
eslestirildi. Calismadaki herhangi bir bantla eslesmeyenler diglandi. Sonugta incelemeye
almacak bir proteom evreni elde edildi (62).

Proteom evrenindeki proteinlerin strese yanit elektroforetipledirilmesi sonucu elde
edilen bantlar ile eslesmeleri analiz edildi, antibiyotik stresine yanitta ifade edilen proteinleri
iceren proteom havuzu elde edildi. Strese yanit ile proteom havuzundaki proteinlerin
karsilastirmali degerlendirmesi manuel olarak yapildi. Ayrica, tiim denek grubundaki
ortakliklar1 inceleyen mega analiz yaklasimi da kullanildi. Proteinlerin UniProt veri
bankasindan islevleri bulundu, kullanilan proteom evrenlerinin islevlerine gore kendi

iclerinde % dagilimi ¢ikarildi (62).
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BULGULAR

Calismadaki bulgular asagidaki sira ile verilmistir: (a) Calisma Materyallerinin Kalite
Kontrol Sonucu; (b) Minimum Inhibitér Konsantrasyon Sonuglari; (c) Bakteri Uremesini
Diisiik Oraninda Inhibe Edebilecek Antibiyotik Konsantrasyonlarmin Dar Bir Aralikta Yer
Aldigmin Saptanmasi; (¢) Protein Calisma Sonuglari; (d) Antibiyotige Karsi Stres Yanit
Ifadesinin Saptanmasi I¢in Yapilan Optimizasyon Calismasinin Sonucu; (e) Trakya
Bolgesinden Izole Edilen Staphylococcus aureus’un Antibiyotige Karsi Stres Yamit ifade

Elektroforetipleri; (f) Elektroforetiplerin Proteom Evrenleri.

CALISMA MATERYALLERININ KALITE KONTROL SONUCU

Calisma materyallerin kanli agarda li¢ morfolojik kriter ve bir kimyasal kriter
kullanilarak incelendi. Koloni renginin krem sar1 ve parlak olmasi, koloni ¢aplarmm ve
dagilimlarinin benzerligi morfolojik kriterlerimizdir. Kimyasal agidan da 3-hemoliz gérmemiz
bir diger kriter oldu. Buna gore tiim suslar ayr1 ayr1 incelendiginde hepsinin ilk ekildiginden

deney sonuna kadar saf S. aureus bakterileri oldugu saptandi.
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MINIMUM iNHIiBITOR KONSANTRASYON SONUCLARI

Antibiyotiklerin Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Standart yontemle yapilan MIK deneyinin sonuglar1 ve standart sus icin yapilan ara
diliiyonla hassas sonuglar Tablo 9°da verilmistir. Goriildiigii gibi vankomisin MIK degerleri
suslar hassas oldugu halde oksasilin konsantrasyonundan genelde yiiksek ¢ikmistir. Metisilin
direncli suslarda ise MiK degeri iki susta duyarlilarin 2000 kati kadar yiiksek diizeye ¢ikmus,

bir susta 15 kati civarinda bir yiikseklik gortilmiistiir.

Tablo 9. Standart yontemle belirlenen MiK ve ara diliisyon sonuglar

MiK Degerleri (ug/mL)
Oksasilin Vankomisin
Standart sus | 0,25 (0,167) | 1 (0,665)
MSSAL 0,25 0,5
MSSA2 0,25 1
MSSA3 1 1
MRSALI 512 2
MRSA2 512 1
MRSA3 4 1

Tabloda standart sus icin verilen MiK degerlerinin yamna parantez icerisinde hassas MK
sonucu da yazilmustir.

Tiip yontemi ile yapilan standart susun oksasilin MIK deney sonucundan bir goriintii
Sekil 11°de verilmistir. Bulanikliklari g6z ile daha iyi saptanmasi i¢in son dort tiipiin
karsilagtirma goriintiisii Sekil 12°de verilmistir. Sekillerden anlagilacagi gibi standart susun

oksasilin MIK sonucu 0,25 olarak tespit edildi.

BAKTERI UREMESINI DUSUK ORANINDA INHIBE EDEBILECEK

ANTIBIYOTIK KONSANTRASYONLARININ DAR BiR ARALIKTA YER

ALDIGININ SAPTANMASI

Grafik ilizerinde inceleme yapildiginda tiremenin % 20, %50 ve % 80 inhibe oldugu
konsantrasyonlar Sekil 13°de bulunan grafiklerden saptanmis ve oksasilin i¢in sirasiyla 0,075,
0,100 ve 0,150 pg/mL; vankomisin i¢in sirasiyla 0,550, 0,600 ve 0,640 pg/mL degerleri
bulunmustur. Bu inceleme sonucunda bakteri popiilasyonunun kademeli inhibe olmasini

saglayan antibiyotik konsantrasyonlarmin kisith bir araliga karsilik geldigi bulunmustur. Bu
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da gostermektedir ki bakteriler 1 MIK degerine ¢ok yakin konsantrasyonlardan
etkilenmektedirler, halbuki stres yamiti kullandigimiz tekniklerle 1MIK konsantrasyonu

uygulandiginda saptanabilmistir.

PROTEIN CALISMA SONUCLARI

Bakteri hiicre duvarinin izolasyonu i¢in kullanilan metodun bakteri sitoplazmasindan
ne kadar kagak tasidigini ya da tasiyip tasimadigini anlamak i¢in ayrica sitoplazma proteinleri
izole edilmis ve duvar ekstraksiyonu ile karsilastirilmistir (Sekil 15). 80 kDa disinda bakteri
duvar ve sitoplazma ekstraktinin igerisinde sadece duvara 6zgii bilesenlerin bulundugu

anlasilmistir.

200-
100-

Sekil 15. Bakteri sitoplazma ve duvar bilesenlerinin karsilastirmah

elektroforez sonucu

Sekilde sol taraftaki elektroforetip, bakteri sitoplazmasina ve sag taraftaki bakteri
duvar ve membranna aittir. Sekilde goriildiigii gibi 80 kDa’lik proteinin bakteri
sitoplazmasindan duvar ekstraktina kacak yapmus bilesenleri icermektedir.

Protein miktar tayininde Bradford ayiracinin yiiksek deterjan konsantrasyonu ile
etkilesebildigi goriilmiis ve sonuglar dikkatlice yorumlanarak gereginde dogrudan
elektroforez jeli yiiklemesi ile konsantrasyon takibi yapilmistir.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi yonteminde standart sus ile
Borat tampon elektroforez sistemi rahat kullantulmig ancak farkli suslarda TRIS tampon
sistemiyle daha keskin bant elde edildiginden Trakya suslar1 ile yapilan elektroforezlerde

dogrudan TRIS tampon sistemi kullanilmistir.
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ANTIBIYOTIGE KARSI STRES YANIT IFADESININ SAPTANMASI iCIN

YAPILAN OPTiMiZASYON CALISMASININ SONUCU

Optimizasyon maksadiyla yapilan dort deneyde stres yanitinin en iyi saptandigi
maruziyet kosulu aranmustir. 1 MIK’den diisiikk degerdeki antibiyotik konsantrasyonlar:
kullanildiginda antibiyotik icermeyen standart susu ile antibiyotik uygulanan suslarin ayni
elektroforetip profilleri verdigi goriilmiis, farkin en iyi 1 MIK degerde antibiyotik
konsantrasyonuyla saptanabildigi goriilmiistiir. Optimizasyon deneylerinde kullanilan kosullar

ve sonuglar1 toplu halde asagida Tablo 10°da goriilmektedir.

Tablo 10. Standart susun stres yaniti optimizasyon sonuclari

Antibiyotik | Deney Antibiyotik Inkiibasyon Saptama
no | konsantrasyonu
1/27 MiK, 40 dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa Negatif
1 | 1/67,5 MIK,
1/108 MiK
Oksasilin 2 | 1/60 MiK 18 sa Negatif
3 1/180 MiK 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa, Negatif
4 1 MiK 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa, 3 giin, 6 giin, 9 giin Pozitif
1/27 MiK, 40 dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa Negatif
1 | 1/67,5 MIK,
1/108 MiK
Vankomisin | 2 | 1/60 MiK 18 sa Negatif
3 1/180 MiK 5dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa Negatif
4 1 MiIK 5 dk, 2 sa, 7 sa, 24 sa, 3 giin, 6 giin, 9 giin Pozitif

DN: Deney numarasi; dk: dakika; sa: saat; CFU/ml: colony forming unit/mililitre

Tabloda goriildiigii gibi her iki antibiyotik icin stress yamtimn saptandigi antibiyotik
konsantrasyonu 1 MIK degerindedir.

Standart susun dort optimizasyon deneyinin normal sartlardaki kiiltiiriinden elde edilen
karsilastirmali sonuglar toplu halde Tablo 11°de verilmektedir. Burada goriildiigii gibi birinci
deneyde, standart susun normal sartlarda ve ayri ayri1 oksasilin (Sigma, Almanya) veya
vankomisin (Hospira, UK) antibiyotiklerine degisik siirelerde maruz kaldiginda elde edilen
elektroforetip profili karsilastirilmistir. Bu deneyde ekstraktlarin hepsinde 90, 80, 70, 60, 50,
38 ve 27 kDa protein bantlarini gosteren profil elde edilmistir.

Ikinci deneyde, stadart sus normal ve Tablo 9’da belirtilen konsantrasyonlarda
oksasilin veya vankomisine 18 saat maruz birakilmistir. Uygulanan elektroforezde ¢oziiniirliik

arttirilarak ekstraktlarin hepsinde 90, 80, 74, 70, 60, 55, 50, 45, 43, 40, 38, 35, 33, 28, 27, 26,
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25 ve 23 kDa bantlar1 goriintiilenmistir. Bu bantlarm icerisinde deney 1’de saptanan bantlarin
hepsi yer almaktadir.
Ugiincii deneyde, standart susun normal sartlarda ve ayr1 ayr1 oksasilin ve vankomisin

antibiyotiklerine degisik siirelerde maruz kaldiginda elde edilen elektroforetip profili

Tablo 11. Dort optimizasyon deneyi ve bir sonraki bashkta aciklanan Trakya suslar ile
yapilan maruziyet deneyinde kontrol ekstraktlarindan elde edilen bantlarin

kDa agirhklan
Deney 1 Deney 2 Deney 3 Deney 4 Mg:::}i]){et
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa)
145 ¢
125 125
110
C C C 105
90 90 90 90 90
80 80 80 80
76
74 74 74 74
72
70 70 70 70
60 60 60 60
58 58
55 55 55
52
50 50 50 50 50
47
45 45 45
43 43 43 43
40 40 40 40
38 38 38 38 38
37 37
35
33 33 33 33
32 32 32 32
30 30
28 28 28
27 27 27 27
C 26
25 25 25 25
24
23 23 23 23

kDa: kilo Dalton, C: ¢oziiniirlik sinir1

Tabloda farkh tarihlerde yapilan optimizasyon deneylerinin faz varyasyonuna ve elektroforez
coziiniirliigiine bagh olarak bazi bant farklar1 gosterdigi goriilmektedir. Herbir siitunda ¢oziiniirliigiin son
buldugu nokta “C* harfi ile simmrlanmistir. Goriildiigii gibi S. aureus bakterisi strese yanit vermediginde
bakteri duvarinda standart bir profil ifade etmektedir. Buradaki 80 kDa bandin bakteri hiicresinin
icinden kacaklar1 da tasiyabilecegi unutulmamahdir.
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karsilastirilmistir. Bu deneyde ekstraktlarin hepsinde 90, 74, 55, 50, 43, 38, 33, 32, 28, 25 ve
23 kDa bantlar1 saptanmistir. Elde edilen bantlar deney 1 ve 2’deki bantlarla tutarhdir.

Birinci, ikinci ve tgiincii deneylerde elde edilen ortak bantlar 90, 80, 74, 70, 60, 55,
50, 43, 40, 38, 33, 32, 27, 25 ve 23 kDa standart susta bakteri duvar1 ve membranda ifade
edilmektedir. ikinci deneyde ayrica, iireme faz1 varyasyonunu gdsteren ek 37, 35 ve 26 kDa
bantlar ortaya ¢ikmustir.

Dordiincii deneyde, standart susun normal sartlarda ve ayr1 ayri oksasilin ve
vankomisin antibiyotiklerine degisik siirelerde maruz kaldiginda elde edilen elektroforetip
profili karsilastirilmistir. Deneyde, stadart sus normal sartlarda inkiibe edildiginde 7 sa ve 24
sa kontrol 6rnek seritlerinde 145, 125, 110, 105, 90, 80, 76, 74, 72, 70, 60, 58, 55, 50, 47, 45,
43, 40, 38, 37, 33, 32, 30, 27, 25 ve 23 kDa bantlar1 saptanmistir. Bu deneyde stasyoner
fazdan kaynaklanan degisiklikler, 76, 72, 58, 47 ve 30 kDa ortaya ¢ikan ve 28 kDa kaybolan
bantlardir. Ayni ikinci deneydeki gibi, 45 ve 37 kDa bantlarin bu deneyde de ortaya ¢iktigi

Tablo 12. Doérdiincii optimizasyon deneyinde antibiyotige karsi stres yamit bant
sonuclari

Stres Saptamalar (kDa)

Zaman etkeni
(AMIK)|23|25[27(30|32| 33| 37| 38| 40| 43| 45| 46| 47| 50| 55|58 60|70 |72 | 74| 76|78 | 80| 90| 103110125 145

Ok | o ool o ol o]l of ofc| |- of yls [ o] o

5 dk

Va o | o o o o | o . o |e . . o| o o o | o | o o | o . . y|s . . .

Ok | o] e o] o o] of o ol | o] o ol e |—[e]e|e]e | —

2 sa

Va o | o o o o | o . o | . . o| o| o[ o[ o | o | o | —

Ok | o o o o of of of oo | of o o o | oo e | o] | —
Va
7 sa Kontrol

24 sa Ok *

7 sa

|+

Va
24 sa Kontrol
Ok

Va o | o o o o | o . o |°

3 giin

6 giin

Va o | o o o o o o o f® ( | @ o| o| o[ o | o || o] o | o o| o| o o [ o | o

9 giin

Va el e o] o] of of of o[ | | " o| o| o[ o | o || o] o | o o| o| o o [ o | o

DN: Deney numarasi; kDa: Kilo Dalton; Ok: oksasilin; Va: vankomisin

Tabloda degisik maruziyet kosullarinda elde edilen bantlarin ilgili kontrol ekstrakti ile elde edilen
bantlarla karsilastirmas1 yer almaktadir. 5 dk, 2 sa ve 7 sa ekstraktlarimin bantlar1 7 sa kontrol
ekstarktinin bantlan ile karsilastirilnistir. Benzer sekilde, 24 sa ve sonrasi ekstraktlarinin bantlari 24 sa
kontrol ekstraktinin bantlariyla karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda kontrolden farkli olmayan
bantlar icin ilgili kutu icine siyah nokta (¢), bant yogunlugunda kontrole gore artma oldugunda
yogunlasma anlaminda “y” harfi, bant yogunlugunda Kkontrole gore azalma oldugunda seyrelme
anlaminda “s” harfi, isareti, kontrolde bulunmayan yeni bant ortaya ciktiginda arti isareti (+), kontrole
gore kaybolan bant saptandiginda eksi isareti (—) konmustur.

46



saptanmistir. Bu deneyde antibiyotik uygulandigi zaman elde edilen bant profili standart
susunki ile karsilastirildiginda stres yanitini gosteren bantlar saptanmistir (Tablo 12). Stres
yanitini gdsteren bantlar sunlardir: (a) Her iki antibiyotik uygulandigi zaman 5 dk maruziyette
90 kDa bant yogunlasirken 105 kDa bant seyrelmistir; ve ayrica, 2 sa ve 7 sa maruziyette 76
kDa, 24 sa ve sonraki maruziyetde 70 kDa bant kaybolurken 2 ve 7 sa maruziyette 78 kDa
bant ve 24 sa ve 3 giin maruziyette 46 kDa yeni ortaya ¢ikmaktadir. (b) 2 sa oksasilin
uygulandigi zaman 58 kDa bant 6zgiil olarak kaybolmaktadir. Bunun diginda antibiyotikler
aras1t farka rastlanmamistir. (c) Antibiyotik uygulanan tiiplerin bant profilleri karsilikli
incelendiginde 2 sa ve 7 sa profillerinin ortak bir grubu, 24 sa ve sonrasi bant profillerinin ise
bir diger ortak grubu olusturdugu gézlenmistir.

Deneylerin sonuglar1 zaman agisindan degerlendirildiginde, S. aureus bakterisi
okasilin veya vankomisin stresine maruz kaldiginda 5 sa i¢inde bir stres yanit1 gelistirmekte,
bu yanit sonraki 19 saat iginde degisim gostererek yeni karakteriyle devam etmektedir.
Boylece bakterilerin antibiyotik stresine yanitinin 24 sa dncesi ve sonrasi olmak {izere iki ayr1

ifade grubunda yapildig1 saptanmustir. 24 sa sonrasi giinlerde bakteriler 1 MIK degeri

24 sa 24 sa 3 J%iin 6 )%iin 9 iﬁn
A
kDa MAM K Ok Vva' Ok Vva') Ok Vva' ‘Ok Va

Ok: Oksasilin; Va: Vankomisin; K: Kotrol; sa: Saat; MAM: Molekiiler Agirlik Markir

Sekil 16. Standart susunun 24 saat ile 9 giin arasinda antibiyotige maruz kalmasi sonucu

elde edilen stres yanit ifade iiriinlerinin elektroforetiplendirme jeli
Islak jeller 151k kutusu yardimiyla mercek kullanilarak manuel incelenmistir. Sekilde goriinen
¢oziiniirliik laboratuvarda incelenen 1slak jeldeki ¢oziiniirliikten biraz diisiiktiir.
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karsisinda stasyoner faza gectigi veya oldiigiinden baskaca bir yanit farki gézlenmemistir.
Tim bu nedenlerle deneylerde 5 ve 24 sa olmak tlizere iki ayr1 zamanda stres yanitmnin
aranmasina karar verilmistir. Sekil 16’da 24 sa ve sonrasi maruziyet suslar1 jelde

goriilmektedir.

TRAKYA BOLGESINDEN 1iZOLE EDILEN Staphylococcus aureus
SUSLARININ STRES YANIT iFADE ELEKTROFORETIPLERI

Calismada, standart sus ile birlikte 4 adet metisilin duyarli ve 3 adet metisilin direncli
toplam 7 adet S. aureus susu 1 MIK konsantrasyonunda ayr1 ayr1 oksasilin (Sigma, Almanya)
veya vankomisin (Hospira, UK) stresine ayr1 ayr1 5 sa ve 24 sa maruz birakilmistir. Ardindan,
her susun stres yaniti hem kendi kontrolii ile hem de diger suslarin stres yanitlari ile
karsilagtirilmistir.

Bu deneydeki standart sus kontrol tiip profili, optimizasyon deneylerindeki kontrol tiip ortak
profili ile karsilastirildiginda, 90, 80, 74, 70, 60, 50, 43, 40, 38, 33, 32, 27, 25 ve 23 kDa
bantlar dogrulanmistir (Tablo 13). Ayrica, optimizasyonun sadece dordiincii deneyinde
saptanamayan ancak diger deneylerde saptanan 28 kDa bant bu deneyde bir kez daha
dogrulanmistir. Bu deneye 6zgii olarak 55 kDa bandin kayboldugu, 52 ve 24 kDa bantlarin
ortaya c¢iktig1 saptanmistir. Bu deneydeki standart susun ve dordiincii optimizasyon
deneyindeki susun antibiyotige maruziyet sonucunda elde edilen profiller karsilastirildiginda,
sadece ikisinde saptanan 58 ve 30 kDa bantlar dogrulanmastir.

Tablo 14’de toplu halde verildigi gibi, MSSA1 susuyla yapilan elektroforetiplendirme
deneyinde kontrol tiipiinde 16, 17, 18, 20, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 37, 38, 40, 43, 45,
50, 52, 58, 60, 70, 74, 80, 90, 105, 110, 125 ve 145 kDa protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa
vankomisin uygulandiginda 23, 24, 27, 30, 70 ve 74 kDa bantlarda yogunlasma, 25 kDa
bandinda kaybolma, 37 kDa bandinda seyrelme; 5 sa oksasilin uygulandiginda 23, 24, 27, 30,
33, 70 ve 74 kDa bantlarinda yogunlagsma, 45 kDa bandinda kaybolma, 37 kDa bandinda
seyrelme gozlenmistir. 24 sa vankomisin uygulandiginda 16, 20, 23, 24, 27, 30, 70 ve 74 kDa
bantlarda yogunlagsma, 25 kDa bandinda kaybolma, 90 kDa bandinda seyrelme; oksasilin
uygulandiginda 17, 18, 20, 23, 24, 27, 30, 33, 52, 70 ve 74 kDa bantlarinda yogunlasma, 16
kDa bandinda kaybolma gozlenmistir.
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Tablo 13. Stres yanit ifade iiriinlerinin elektroforetiplendirme deneylerinde standart sus
ve Trakya suslarina ait antibiyotiksiz kontrol tiiplerinden elde edilen bantlar

MSSA1 MSSA2 MSSA3 MRSAL1 MRSA2 MRSA3 Sd

(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa)
145 145 145 145 145
125 125 125 125 125 125
110 110 110 110
105 105 105 C 105 105
90 90 90 90 90 90 90
80 80 80 80 80 80 80
74 74 74 74 74 74 74
70 70 70 70 70 70 70
60 60 60 60 60 60 60
58 58 58 58 58 58 58
52 52 52 52 52 52 52
50 50 50 50 50 50 50
45 45 45 45 45 45
43 43 43 43 43 43 43
40 40 40 40 40 40 40

39 39

38 38 38 38 38 38 38
37 37 37 37 37
33 33 33 33 33 33 33
32 32 32 32 32 32 32
31 31
30 30 30 30 30 30 30
28 28 28 28 28 28 28
27 27 27 27 27 27 27
25 25 25 25 25 25 25
24 24 24 24 24 24 24
23 23 23 23 23 23 23
20 20 20 20 20 20 C
18 18 18 18 18 18
17 17 17 17 17 17
16 16 16 16 16

kDa: kilo Dalton, Sd: Standart sus, C: ¢Oziiniirliik smir1

Tablodaki siitunlarda ¢oziiniirliigiin son buldugu nokta “C* harfi ile sitmrlanmstir.

MSSA? susuyla yapilan elektroforetiplendirme deneyinde kontrol tiipiinde Sekil 17°de
gorildiigii gibi 16, 17, 18, 20, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 37, 38, 40, 43, 50, 52, 58, 60,
70, 74, 80, 90, 105, 125 ve 145 kDa protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa vankomisin
uygulandiginda 27, 33 ve 38kDa bantlarinda yogunlasma, 25 ve 90kDa bantlarinda seyrelme;
oksasilin uygulandiginda 17, 18, 27, 38 ve 40 kDa bantlarinda yogunlasma gozlenmistir. 24 sa
vankomisin uygulandiginda 27, 33 ve 38 kDa bantlarinda yogunlasma, 25 ve 90 kDa
bantlarinda seyrelme, 65 kDa bandinda ortaya ¢ikma; oksasilin uygulandiginda 17, 18, 27, 38
ve 40 kDa bantlarinda yogunlagsma, 65 kDa bandinda ortaya ¢ikma gozlenmistir.

MSSA3 susuyla yapilan elektroforetiplendirme deneyinde kontrol tiipiinde 16, 17, 18,
20, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 32, 33, 38, 40, 43, 45, 50, 52, 58, 60, 70, 74, 80, 90, 105, 110, 125
ve 145 kDa protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa veya 24 sa, vankomisin veya oksasilin

uygulandiginda 16, 17, 18, 20, 23, 24, 27 ve 70 kDa bantlarinda yogunlagma, 80 kDa
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Ok: Oksasilin; Va: Vankomisin; K: Kotrol; sa: Saat

Sekil 17. MSSA2 susunun antibiyotige karsi stres yanit ifade iiriinlerinin

elektroforetiplendirme jeli

Sekilde MSSA2 susunun 5 saatlik ve 24 saatlik, 1 MiK degerde oksasilin ve vankomisin
antibiyotikleri ile maruziyeti sonucu protein ifade farkim saptamak icin yapilmus SDS-PAGE
jeli verilmistir. Yedi seritten olusan jelde ilk ii¢ serit S saatlik antibiyotik stres tiiplerden izole
edilen ornekleri, dordiincii serit molekiiler agirhk markirim, son 3 tiip ise aym sablonda 24
saatlik tiiplerden alnan ornekleri gostermektedir. ilk ii¢ tiipten birincisi konrol, ikincisi
oksasilin muameleli, ii¢iinciisii de vankomisin muameleli 6rnegi gosteriyor.

bandinda seyrelme, 25, 30 ve 45 kDa bantlarinda kaybolma 65 kDa bandinda ortaya ¢ikma
gozlenmistir.

MRSAT1 susuyla yapilan elektroforetiplendirme deneyinde kontrol tiipiinde 17, 18, 20,
23, 24, 25, 27, 28, 30, 32, 33, 37, 38, 39, 40, 43, 45, 50, 52, 58, 60, 70, 74, 80 ve 90 kDa
protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa vankomisin uygulandiginda 23, 24, 27 ve 70 kDa
bantlarinda yogunlagsma, 33 ve 45 kDa bandinda seyrelme, 80 ve 90 kDa bandinda kaybolma;
oksasilin uygulandiginda 23, 24 ve 27 kDa bantlarinda yogunlasma, 33 ve 45 kDa bandinda
seyrelme, 80 ve 90 kDa bandinda kaybolma gozlenmistir. 24 sa vankomisin uygulandiginda

27 kDa bandinda yogunlasma, 33 kDa bandinda seyrelme, 80 ve 90 kDa bandinda kaybolma;
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Tablo 14. Antibiyotige kars:

stres yamit ifadelerinin
elektroforetipik analiz
sonucu

C: Coziniirliik smir1, Ok: oksasilin;
Va: vankomisi, K: kontrol

Tabloda maruziyet sonrasi elde
edilen bantlarin ilgili kontrol
ekstrakti ile elde edilen bantlarla
karsilastirmas1  yer almaktadir.
Tablo, kombinasyonlar ve bantlar
bashklariyla iki ana siitun halinde
verilmistir. Kombinasyonlar
siitunu iice boliinmiis ve burada
birinci siitunda suslar, sonraki
siitunlarda antibiyotik maruziyet
siire ve ismi verilmistir. Bantlar
siitununda 16-145 kDa arasinda
saptanmis 32 adet bantin herbiri
icin alt siitunlar acilmistir. Bu alt
siitunlarda her ekstraktlarimin
bantlari kendi kontrol
ekstarktinin bantlar1 ile
karsilastiriimistir.  Karsilastirma
sonucunda  kontrolden  farkh
olmayan bantlar icin ilgili kutu
icine siyah nokta (¢), bant
yogunlugunda  Kkontrole gore
artma oldugunda yogunlasma
anlaminda  “y”  harfi, bant
yogunlugunda  Kkontrole gore
azalma  oldugunda  seyrelme
anlaminda “5” harfi, isareti,
kontrolde bulunmayan yeni bant
ortaya ciktiginda arti isareti (+),
kontrole gore kaybolan bant
saptandiginda eksi isareti (.)
konmustur. Siitunlarda
¢oziiniirliigiin son buldugu nokta
“C* harfi ile scmrlanmstir.



oksasilin uygulandiginda 27 kDa bandinda yogunlasma, 33 kDa bandinda seyrelme, 80 ve 90
kDa bandinda kaybolma gozlenmistir.

MRSA2? susuyla yapilan elektroforetiplendirme deneyinde kontrol tiipiinde 16, 17, 18,
20, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 32, 33, 37, 38, 39, 40, 43, 45, 50, 52, 58, 60, 70, 74, 80, 90, 105,
110, 125 ve 145 kDa protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa vankomisin uygulandiginda 24 ve
27 kDa bantlarinda yogunlagma, 25, 28, 45, 55, 60, 80 ve 90 kDa bantlarinda seyrelme, 25, 28
ve 80 kDa bantlarinda kaybolma; oksasilin uygulandiginda 24 kDa bandinda yogunlagma; 25,
28, 45, 55, 60, 80 ve 90 kDa bantlarinda seyrelme gozlenmistir. 24 sa vankomisin
uygulandiginda 24 ve 27 kDa bantlarinda yogunlasma, 25, 28, 45, 55, 60, 80 ve 90 kDa
bantlarinda seyrelme, 25, 28 ve 80 kDa bantlarinda kaybolma; oksasilin uygulandiginda 24
kDa bandinda yogunlasma; 25, 28, 45, 55, 60, 80 ve 90 kDa bantlarinda seyrelme
gozlenmistir.
MRSA3 susuyla yapilan elektroforetiplendirme deneyinde kontrol tiipiinde Sekil 18’de
gorildiigii gibi 16, 17, 18, 20, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 32, 33, 37, 38, 40, 43, 45, 50, 52, 58, 60,
70, 74, 80, 90, 105, 110, 125 ve 145 kDa protein bantlar1 tespit edilmistir. 5 sa vankomisin
uygulandiginda 17, 18, 20, 23 ve 24 kDa bantlarinda yogunlasma, 25, 80 ve 90 kDa
bantlarinda seyrelme; oksasilin uygulandiginda 20 ve 24 kDa bantlarinda yogunlasma, 25, 80
ve 90 kDa bantlarinda seyrelme gozlenmistir. 24 sa vankomisin uygulandiginda 17, 18, 20, 23
ve 24 kDa bantlarinda yogunlagma, 25, 80 ve 90 kDa bantlarinda seyrelme; oksasilin
uygulandiginda 17, 18, 20 ve 24 kDa bantlarinda yogunlasma, 25, 80 ve 90 kDa bantlarinda
seyrelme gozlenmistir. Tiim elektroforetiplendirme toplu sonuglar1 Tablo 14°’de sunulmustur.

Yukarida bildirilen stres yanit1 verileri, (a) bant ifade egilimleri; (b) antibiyotige 6zgii
ifade egilimleri; ve (c) suslar1 gruplayic ifade egilimleri agisindan da analiz edilmistir. Tim
suslarin birbirleriyle ve kontrolleriyle farkli antibiyotik ve maruziyet siiresi i¢in c¢apraz
karsilastirmali analizi yapildiginda, yogunlasan, seyrelen, kaybolan ve ortaya ¢ikan ortak bir
bant goriilmemistir.

Yogunlagsma bakimindan 27 kDa bant MRSA3 deneyinin tiimii ve MRSA2’nin 5 veya
24 sa oksasilin uygulanmasi hari¢ diger tiim sus ve zaman parametrelerinde yogunlagma
gostermistir. Yogunlagsma bakimindan 24 kDa bandi MSSA2 ve MRSA1’in 24 sa antibiyotik
uygulamalar1 hari¢ diger tiim deney ve suslarda yogunlasma gostermistir. Buna benzer olarak

20 ve 23 kDa bantlar1 deneyler boyunca gosterdigi yogunlasmalar ile dikkat ¢ekmektedir.
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- ) )
K Ok Va MAM K Ok Va

5sa 24 sa
A A

Ok: Oksasilin; Va: Vankomisin; K: Kotrol; sa: Saat

Sekil

18. MRSA3 susunun antibiyotige karsi stres yamit ifade iiriinlerinin

elektroforetiplendirme jeli

Sekilde MRSA3 susunun 5 saatlik ve 24 saatlik, 1 MiK degerde oksasilin ve vankomisin
antibiyotikleri ile maruziyeti sonucu protein ifade farkim saptamak icin yapilmis SDS-
PAGE jeli verilmistir. Yedi seritten olusan jelde ilk ii¢ serit 5 saatlik antibiyotik stres
tiiplerden izole edilen ornekleri, dordiincii serit molekiiler agirhk markirimi, son 3 tiip ise
aym sablonda 24 saatlik tiiplerden alinan 6rnekleri gostermektedir. ilk ii¢ tiipten birincisi
konrol, ikincisi oksasilin muameleli, ii¢iinciisii de vankomisin muameleli 6rnegi gosteriyor.

Seyrelme ve kaybolma bakimindan en dikkat ¢ekici bantlar 80 ve 90 kDa bantlaridir.

80 ve 90 kDa bantlart MRSA suslarmnin tiimiinde ve her iki antibiyotik deneyinde ifade fark1

olarak ya seyrelmis ya da yok olmustur. MSSA suslarindaki 90 kDa bandinin ifadesi

incelendiginde 6zellikle vankomisin stresinde seyrelme gosterdigi goriilmiis MSSA3 susunda,

bant yogunlugunda herhangi bir degisiklik olmaz iken, 80 kDa bandi her iki antibiyotikte de

seyrelmistir. 80 kDa bandi1 detayli incelendiginde MSSA1 ve MSSA2 suslarinda herhangi bir

degisiklik olmaz iken, diger tiim suslarda her iki antibiyotikte de seyrelme ya da kaybolma

gozlenmistir.

Trakya suglarinin normal sartlarda elektroforetik bant analizi, 39 kDa bandi MRSA1

ve MRSA2’de; 31 kDa bandi MSSA1 ve MSSA2’de ifade olarak diger suslardan farklilik
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gostermistir. Antibiyotige Ozgii ifade egilimleri incelemek iizere 31 kDa bandini kodlayan
MSSA1 ve MSSA2’nin ifade profili MSSA3 ile karsilastirildiginda, MSSA1 ve MSSA2’de
25 kDa bandinda seyrelme ve kaybolma bakimindan sadece vankomisin stresinde seyrelme ya
da kaybolma gozlenirken MSSA3°de 25 kDa bandi her iki antibiyotige karsi yanit olarak
kaybolma profilini gostermistir. 39 kDa bandmin ifade olunmasiyla diger suslardan ayrilan
MRSAI ve MRSA2, MRSA3 ile karsilastirildiginda, 45 kDa bandi MRSA1 ve MRSA2’de
seyrelme gosterirken MRSA3’de herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. MRSA2 susunde 58
ve 60 kDa bantlar1 her iki antibiyotige karsi seyrelme gostererek diger suslardan farklilik
gostermistir.

Suslar1 gruplayici ifade egilimleri yaklasimiyla yapilan mega analizde, suslar arasinda
en fazla profil degisikligi MSSA3 susunda goriilmiistiir. Diger suslarda olmayan ve
MSSA2’nin her iki antibiyotigin 24 sa deneyinde ifade olan 65 kDa bandi MSSA3’de tiim
zamanlarda ve her iki antibiyotikte ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Ayrica Trakya suslar1 arasinda
ifade olan 37 kDa band1 MSSA3’de mevcut degildir. Benzer sekilde Trakya suslar1 arasinda
hicbir deneyde ifade farki bulunmayan, sadece MSSAT1’de her iki antibiyotik stresinde ve tiim
zamanlarda yogunlasan 30 kDa bandi MSSA3’de kaybolma yoniinde ifade fark: yaratmustir.

Profilleri genel anlamda ¢6ziiniirliik araliinin yiiksek oldugu 16-90 kDa arasinda
degerlendirecek olursak ve proteinleri 16-30, 31-74 ve 80-90 kDa bantlartyla gruplayacak
olursak 16-30 kDa ve 80-90 kDa gruplarinda sik ifade degisikligi oldugunu; 31-74 kDa
gruplarinda ise seyrek ifade degisikligi oldugunu goriiyoruz. Sik ifade degisikligi olan 16-30
kDa gruplarinda bu degisikligin yogunlasma yoniinde oldugunu, 80-90 kDa gruplarinda ise
seyrelme ya da kaybolma yoniinde oldugunu soyleyebiliriz. Diger taraftan 31-74 kDa
grubunda seyrek ve karisik (bazen yogunlagsma, bazen seyrelme/kaybolma) ifade degisikligi
goriilse de, ortaya ¢ikan 65 kDa bandiyla bu bdlgenin de dikkat ¢ekici oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, yedi susun arasinda MSSA3 ve MRSA2’nin antibiyotik stresine 6zgiin
ama birbirinden farkl profilde en yiiksek yanit veren suslar oldugu goriilmektedir. Diegr bes
sus ise birbirlerine daha benzer ortakliklar tasimakla birlikte 25 ve 31 kDa bantlart MSSA1 ve
MSSA?2 i¢in, 24 ve 39 kDa bantlarmn MRSALI i¢in ve 27 kDa bantin MRSA3 i¢in ayirt edici
oldugu anlasilmaktadir. Incelenen suslarda antibiyotik direncine ozgii bir ifade

saptanmamistir.
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ELEKTROFORETIPLERi PROTEOM EVRENLERI

16-145 kDa arasinda saptadigimiz 37 adet bandimiza karsilik veri bankasindan 72
adetten olusan protein havuzu elde edilmistir. Bantlar ve proteinlerin eslestirilmesi Tablo
15°te goriilmektedir. Baz1 bantlarin karsilig1 protein veri listesinde bulunmamaktadir, 6rnegin,
16, 17 ve 18 kDa bantlara karsilik veri bankasindan sadece “Holin-benzeri proteinin listeden
elde edilmesi gibi. Benzer sekilde bazi bantlar ig¢in birden fazla olasilik elde edilmistir,
ornegin, 145 kDa karsiliginda bes farkli protein olasiliginin belirmis olmasi gibi. Bu protein
havuzunda yer alan proteinler islev agisindan incelendiginde 72 adet proteinin gosterdigi 95
adet islev incelendiginde bunlardan 25 adedinin viriilans iligkili islevi (%26,3), 5 adedinin
biyofilm iliskili islevi (%5,3), 4 adedinin transport iligkili islevi (% 4,2), 29 adedinin adezyon
iliskili islevi (%30,5), 15 adedinin stres yanit/direng iligkili islevi (%15,8), 8 adedinin sinyal
aktarimu iliskili islevi (%8,4) ve 9 adedinin bakteri duvar yapimu iliskili islevi (%9,5) temsil

ettigi anlagilmaktadir.

72 proteinlik havuz iizerinde yapilan mega analizde bunlardan 32’sinin antibiyotik
stresine yanitta ifade edildigi, kalan %56,6’1ik kismin bakterinin bek¢i genleri ve stasyoner
fazla ilgili genlerin trlinii oldugu anlagilmaktadir. Strese yanitta kullanilan 32 proteinlik
havuzun gosterdigi 41 adet islev incelendiginde bunlardan yaklasik %41,6’sinin viriilans ve
strese yanit islevlerinden sorumlu proteinlerini igeren ifade {irlinlerinden olustugu

anlagilmaktadir (Sekil 19).

Sekil 19. Saptanan stres yanit proteinlerinin islevsel dagilin
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Tablo 15. Stres yanit ifade iiriinlerinin muhtemel proteinlerini iceren havuz (62)

kDa | kDa aa Gen Protein Erisim no Bilgi ve fonksiyon
16 | 14,41 131 cidA SAPIG2591 Holin-benzeri protein CidA ID2NAC3 | Transmembran protein, antibiyotik veya diger _—
17 membranda sitoliziz ile programli hiicre 6limii
18
21,45 195 MO13TW 2461 Virulans-iligkili duvara bagh protein SasG GSRED2 | Virtlans iliskili bakteri duvar proteini
;g 21,56 196 sasG SA2981 2432 Skuamoz nazal epitel hiicrelere tutunan Viriilans- ID3ET43 Bakteri hiicre duvar proteini, viriilans, salgilaniyor
iliskili duvara bagli protein SasG (LPXTG motif)
24 25,08 228 SAPIG1127 Demir-diizenleyen yiizey determinant protein C ID2N6A4 | Bakteri hiicre duvar proteini, hem transportu
(Stafilokokal demir-diizenleyen protein D)
;: 25,63 233 SAPIG1979 Muhtemel iki bilesenli protein ID2NSL9 | Bakteri hiicre duvarinda aktif proteini
27 26,51 241 SAPIG0148 Hiicre duvar yiizeyine baglananlar ailesi proteini ID2N3I8 Bakteri duvarinda ve salgilanan protein, biofilm olusumu
27,72 252 SAP102A 001 Biyofilm-iliskili yilizey proteini ID2JFX3 Biyofilm olusturulmast
28 | 30,69 279 MO13TW 2462 Viriilans-iligkili duvara bagl protein SasG GSRED3 | Virilans, IgA degredasyon peptidazi
3(1) 30,69 279 SAPIG0831 LysM domain proteini D2N5G1 | Duvar makromolekiillerinin
32,01 291 uppP SAPIG0761 Undekaprenil-difosfataz (EC 3.6.1.27) (Basitrasin ID2N591 Membran proteini, duvar biyosentezi ve sekillenmesi,
32 direng proteini) (Undekaprenil pirofosfat fosfataz) GO EeNS], 1 dckaprenil-difosphataz aktivite
33 | 33,11 301 SAPIG1782 Penisilin-baglayan protein 1A ID2N858 | Duvar proteini, ve sekillenmesi, katalitik
aktivite, TSI
35,64 324 MO13TW_2460 Viriilans-iliskili duvara bagl protein SasG IGERED1 | Duvar proteini, virtilans, peptidoglikana bagl ve sekrete
ediliyor
§§ 36,96 336 SspA Glutamil endopeptidaz (EC 3.4.21.19) Q2FZL2 Salgilaniyor, viriilans, hidrolaz, proteaz,
SAOUHSC 00988 (Endoproteinaz Glu-C) (Stafilokokal serin proteinaz) serin proteaz, serin-tip endopeptidaz aktivite
(V8 proteaz) (V8 proteinaz)
38,06 346 graS SAOUHSC 00666 | Sensor histidin kinaz graS (EC 2.7.13.3) (Glikopeptid Q2G0D9 | Membran proteini, viriilans, katyonik antimikrobiyal
direnci-iligkili protein S) peptidleri (CAMPs) ne kars: direngle ilgili
Sy ENO IS RS Rue e NN kinaz, transferaz, peptidil-
38 histidin fosorilasyon, [iHDINGMIMNENN, fosforilasyon ile
39 sinyal aktarimi
40 | 38,28 348 SAPIG2551 Fibronektin-baglayan protein ID2NAS83 | Duvar proteini, fibronektin-baglayan, _—
38,5 350 isdA fipA stbA Demir-tarafindan diizenlenmis ylizey determinant Q7A152 Duvar/salgi proteini, metal iyon baglama, hem i¢in rezervuar,
MW1012 protein A (Fur-tarafindan diizenlenen protein A) BABES. proteaz aktiviteye karst koruma ve [ NEOISHNSI

(Stafilokokal transferrin-baglayan protein A)
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Tablo 15. (devam) Stres yanit ifade iiriinlerinin muhtemel proteinlerini iceren havuz (62)

38,61 351 saeS SAOUHSC 00714 | Histidin protein kinaz saeS (EC 2.7.13.3) (Sensor Q2G2U1 | Coklu gecis membran proteini, kinaz ve transferaz dzellige
protein saeS) (Staphylococcus ekzoprotein S M ki-bilesenli regiilator sitempiNGES Mg EVi
ekspresyon protein S)
38,94 354 isdA frpA sasE stbA Demir- tarafindan diizenlenmis yilizey determinant IPOC1S5 Duvar proteini, metal iyon baglama Adctang
protein A (Fur-tarafindan diizenlenen protein A)
(Stailokokal transferrin-baglayan protein A)
39,16 356 SAPIG0822 Ggdef domain proteini D2N5F2 | Integral membran-intraselliiler protein, duvar organizasyonu,
biyosentetik siklik niikleotid siireci, intraselliiler
BRERne, fosforilasyon ile sinyal aktarimi
43 | 42,9 390 SAPO67A 043 Biyofilm-iliskili tepesi kesik yiizey proteini ID2JED7 Biyofilm olusmast
46,09 419 walK yycG Sensor protein kinaz walK (EC 2.7.13.3) (Fragment) |ASA2P0 | Membran proteini, iki-bilesenli regiilator sistem, kinaz,
45 transferaz, peptidil-histidin fosforilasyon, fosforilasyon ile
48,73 443 SAPO75A 043 Bakteri hiicre duvar-iligkili biyofilm proteini ID2JEQO | Biyofilm olusmast
48,73 443 SAPIG2550 Fibronektin-baglayan protein B ID2NAS82 | Bakteri hiicre duvar protein, t
48,84 444 sasG SA2981 2433 Skuamoz nazal epitel hiicrelere tutunan Viriilans- ID3ET44 Salgilaniyor, ektraselliiler kesim/membrane, virtilans
50 iliskili duvara bagli protein SasG (LPXTG motif)
50,6 460 tcaA SA2146 Membran-iligkili protein TcaA Q7A3X6 | Tek gecisli membran proteini, metal iyon baglayici,
_direnci, teikoplanin, vankomisin ve
oksasilin gibi duvar proteinlerine yanitta vraSR iki-bilegenli
sistem tarafindan trankripsiyonel regiilasyonu
53,24 484 SAPIG1480 Elastin-baglayan protein EbpS ID2N7A6
53,24 484 SAPIG0122 Ig G baglayan protein A ID2N3G2 | Bakteri hiicre duvar/salgi, membran proteini, virtilans, m
52
55 | 53,46 486 ditA SAPIG0915 Elastin-baglayan protein ebpS Q53630 | Coklu gegisli hiicre membran proteini, transport, ¢oziiniir
elastin peptidleri ve tropoelastinin S.aureus hiicrelerine
yapismasinin arttirilmasi, -
58 | 59,95 545 SAP077A 019 Bakteri hiicre duvar-iligkili biyofilm protein ID2JANS | Salgilantyor, ekstraselliiler kesim, biyofilm, membrane
60 (SAPO78A _043) protein
65 64,24 584 IytS SAUSA300 0254 Sensor protein IytS (EC 2.7.13.3) (Autolysin sensor ~ [Q2FK10 | Membran proteini, ATP baglayan, iki-bilesenli sensor

kinase)

activitesi, transport, SinNgIgEI gl
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Tablo 15. (devam) Stres yanit ifade iiriinlerinin muhtemel proteinlerini iceren havuz (62)

585 mecR1 mecR Metisilin direng mecR1 protein IPOAOB1 Bakteri hiicre duvarinda PBP’lerin yerini alir. Antibiyotik
64,35 direnci/yanit1, peptidoglikan temelli KR AN eI S 0o,
BBEBIR bagslama, penisilin etkilesimli
64,35 585 SAPIG2019 Reglator protein blaR1 ID2N8Q9 | Bakteri hiicre duvarinda PBP’lerin yerini alir, -—
L BEERERRREERERIhiicre duvar biyogenezil
penisilin baglama
66,88 608 walK SAS0019 Sensdr protein kinaz walK (EC 2.7.13.3) Q6GD71 | Coklu gecisli hiicre membran proteini, biyofilm olusumu,
ve otolizizde rol oynayan genlerin
regiilasyonunda rol alan [Ie@JIESIREINGEIRET S RINES|
69,41 631 SAPIG2696 Lpxtg hiicre duvar yiizeyi bagli ailesi proteini ID2NAMS | Bakteri hiicre duvar yiizeyi, biofilm olusumu
70,29 639 SAPIG1125 Demir-tarafindan diizenlenen, hem-demir baglayan =~ |[D2N6A2 | Bakteri hiicre duvar/salgi, membran protein, demir alma
protein
70,51 641 isdB SAA6159 00983 Demir -iliskili domain-igeren protein IDORG58 | Bakteri hiicre duvar/salg protein, transport
70,95 645 isdB fipB sasJ sirH Demir-diizenleyen yiizey determinant protein B (Fur- |[A6QG30 | Bakteri hiicre duvar/salg: proteini, virtilansta, demir baglama
70 NWMN 1040 tarafindan diizenlenen protein B) (Stafilokokal demir
72 diizenleyici protein H) (Staphylococcus aureus ylizey
protein J)
71,72 652 isdB fipB sasJ sirH Demir-diizenleyen yiizey determinant protein B (Fur- (Q6GHV7 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, irtilans, hemoglobin i¢in
SAR1102 tarafindan diizenlenen protein B) (Stafilokokal demir primer reseptor, IsdA ve/veya isdB- I CIORSIGIRSHe]
diizenleyici protein H) (Staphylococcus aureus yiizey
protein J)
7348 | 668 | SAPIG0042 Penisilin-baglayan protein 3 (Pbp 3) (Pspb20) D2N382 | Duvar biyogenzi, IIDINOMRIGI,. penisilin baglanma
73,48 | 668 | mecA ORF35 MecA (Pbp2a) (Penisilin baglayan protein 2 iissii) ~ (Q7DHH4 | Bakteri hiicre duvar biyogenzi, HNDIOMGNGNN, penisilin |
(Penisilin baglayan protein 2') (Penisilin baglayan baglanma
74 .
protein 2a (PBP2a))
76 7568 638 SAVG 02330 Duvar-iliskili fibronektin-baglayan protein D6GZT8 | [FibIONCKUNEDAGIAYAN
76,01 691 SAPIG1617 Dimerlesen domainli penisilin-baglayan protein ailesi [D2N7P3 Bakteri hiicre duvar biyogenzi, - baglanma
76,89 699 SABG 01372 Duvar-iliskili fibronektin-baglayan protein C8A3X9
79,2 720 SAPIG2679 Klamping faktér B (Fibrinojen-baglayan protein B) ~ [D2NAL2 | Bakteri hiicre duvar/salg proteini, -, reseptor
80 (Fibrinojenreseptér B) aktivitesi
79,64 724 MO13TW_2463 Viriilans-iliskili duvara bagl protein SasG IGERED4 | Membran/salgi/ekstraselliiler protein, virtilans

58



Tablo 15. (devam) Stres yanit ifade iiriinlerinin muhtemel proteinlerini iceren havuz (62)

79,97 727 SAPIG1450 Penisilin-baglayan protein 1A/1B (PBP1) ID2N776 | Bakteri hiicre duvar proteini,
ve sekillenmesi, hidrolaz aktivite, [JSHRISHN baglanma,
transferaz aktivite

79,97 727 pbp2 Penisilin-baglayan protein 2 Q53724 ve sekillenmesi, katalitik
aktivite, [JSHISHM baglanma

81,84 744 MO13TW_0026 Virtilans-iligkili duvara bagli protein SasH IG8RFDS5 | Niikleotid katabolizma reaksiyonu, yirtilans, hidrolaz aktivite,
metal iyon ve niikleotid baglanma

84,15 765 SAFG_00456 Duvar-iliskili fibronektin baglayan protein (81414 | Fibronektin-baglayan

84,48 768 MO13TW_0026 Virtilans-iligkili duvara bagli protein SasH IG8RFDS5 | Niikleotid katabolizma reaksiyonu, yirtilans, hidrolaz aktivite,
metal iyon ve niikleotid baglanma

84,92 772 sasH SA2981 0023 Viriilans-iligkili duvara bagh protein SasH (LPXTG |D3ER64 | Hidrolaz aktivite, nukleotid katabolizma reaksiyonu, yviriilans,

motif); S-niikleotidaz (EC 3.1.3.5) 5"-nuiikleotidaz aktivite, metal iyon ve niikleotid baglanma

85,03 773 SAPIG0025 Ser/Thr protein fosfataz ailesi proteini ID2N365 Hidrolaz aktivite, niikleotid katabolizma reaksiyonu, metal
iyon ve niikleotid baglanma

90 | 87,78 798 SAPIG0636 Serin-aspartat repeat-containing protein C ID2N4W6 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, bakteri hiicre -u

100,43 | 913 clfB NWMN_2529 Klamping faktor B (Fibrinojen reseptor B) 086476 | Bakteri hiicre yiizeyi, Viriilans, HDNNOjCHCHUIUNME, nazal |

(Fibrinojen-baglayan protein B) kaviteye tutunma
101,97 927 clfA SAOUHSC 00812 | Klamping faktdr A (Fibrinojen reseptor A) Q2G015 Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, bakteri hiicre ylizeyi,
(Fibrinojen-baglayan protein A) fibrinojene tutunma anti-fagositik etki
104,17 947 sdrC SAUSA300 0546 | Serin-aspartat tekrari-igeren protein C Q2FJ79 Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, bakteri hiicre hiizeyi,
105 HA8ABA, kalsiyum baglanma

105,27 557 sdrC SAS0519 Serin-aspartat tekrari-igeren protein C Q6GBS6 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, bakteri hiicre hiizeyi,
-, kalsiyum baglanma

108,79 989 clfA SA0742 Klamping faktér A (Fibrinojen reseptor A) Qo9VI4 Bakteri hiicre duvar proteini, bakteri hiicre yiizeyi, yirtilans,

(Fibrinojen-baglayan protein A) BTG S ReIaamg, pagositozu azaltan etki, trombosit
¢Okelme, endokardit

109,34 994 SAPIG2553 Fibronektin-baglayan protein A ID2NAS85 | Bakteri hiicre duvar/salg: proteini, fibronektin-baglayan,
bakteri hiicre -u,

110 | 109,45 995 sdrC SAOUHSC_00544 | Serin-aspartat tekrari-igeren protein C Q2GOL5 | Duvar/salgi proteini, bakteri yiizeyi, KASijunnbagianma |

111,98 1018 fnbA Fibronektin-baglayan protein A P14738 Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, viriilans, bakteri hiicre

SAOUHSC_02803

-u, fibronektin-baglama
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Tablo 15. (devam) Stres yanit ifade iiriinlerinin muhtemel proteinlerini iceren havuz (62)

113,19 1029 clfA SAR0842 Klamping faktér A (Fibrinojen reseptor A) Q6GIK4 Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, viriilans, bakteri hiicre
(Fibrinojen-baglayan protein A) -u, bakteri hiicre ylizeyi, fibrinojen baglanma
120,78 | 1098 | SAAG 02044 Bakteri hiicre duvar-iliskili fibronektin-baglayan C7ZW51 | Fibronektin baglayan, viriilans
protein (Fragment)
12496 | 1136 | ebh2 Muhtemel hiicre duvar iliskili fibronektin-baglayan  |C5N5J7 | FibIONCKUNMDAGIAYAM Virilans
HMPREF0776_2456 protein (Fragment)
125 125,51 1141 sdrE SAS0521 Serin-aspartat tekrari-igeren protein E Q6GBS4 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, virtilans, -, bakteri
yiizeyi, trombosit ¢okelme, endokardit, kalsiyum baglanma
126,94 | 1154 | sdrE SAUSA300 0548 | Serin-aspartat tekrari-igeren protein E Q2FJ77 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, Virillans, BUGZYOR, bakteri
yiizeyi, trombosit ¢okelme, endokardit, kalsiyum baglanma
144,65 1315 sdrD NWMN_ 0524 Serin-aspartat tekrari-igeren protein D 086488 Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, virtilans, -, bakteri
yiizeyi, kalsiyum baglanma
148,61 1351 sasA SAR2734 Serince zengin adezini adhesin (Staphylococcus Q6GDEY | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, virtilans, trombosite
aureus ylizey protein A) -, bakteri yiizeyi, endovaskiiler enfeksiyonlar, Ca++
baglanma
145 150,15 1365 sdrD SAS0520 Serin-aspartat tekrari-igeren protein D Q6GBSS5 | Bakteri hiicre duvar/salg: proteini, -, bakteri ylizeyi,
Cat++ bag
151,36 1376 SAPIG0637 Ser-Asp’ce zengin fibrinojen-baglayan, kemik ID2N4W7 | Bakteri hiicre duvar/salgi proteini, bakteri -unda rol
sialoproteini-baglayan protein oynar
152,35 1385 sdrD SAV0562 Serin-aspartat tekrari-igeren protein D Q99W47 | Bakteri hiicre duvar/salg: proteini, -, bakteri ylizeyi,
Cat++ bag

kDa: protein molekiiler agirlik tinitesi kilo Dalton; aa: proteinin amino asit uzunlugu

Birinci siitunda bakteri hiicrelerinde ifade edilen iiriinlerin elektroforetiplendirilmesinden elde edilen molekiiler agirhklar; ikinci ve sonraki siitunlarda bu
agirhiklara karsilik gelen ve bakteri hiicre duvar veya membraninda yer alan muhtemel 72 adet proteinin, sirasiyla, molekiiler agirhgi, amino asit uzunlugu, gen
isimleri, protein isimleri, veri bankasinda erisim numaralar ve proteinlerin anahtar kelimeler halinde verilmis fonksiyonlar:1 bulunmaktadir. 72 adet proteinin
son siitunda goriilen islevleri renklerle kodlanmistir (yesil, Virilans iliskili, 25 adet (%26,3); gri, Biyofilm iliskili, 5 adet (%5,3); sar1, Transport , 4 adet (%4,2);
“ 20 adet (%30.9; armiz, SEASAMMEHBMNN. 15 acct (715.3); mavi SRPPTRITATTRT,  adet (%%5.4) ve mor SN

, 9 adet (%9,5)) olarak verilmistir. 72 proteinlik havuzda antibiyotik stresine yamt olarak ifade edilmesi muhtemel proteinler 32 adet olup
bunlar ii¢iincii siitunda turkuvaz ile vurgulanmstir.
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Proteinler, elektroforetik incelemede yogunlasma, ortaya ¢ikma ve seyrelme veya
kaybolma ifadesi gosteren bantlara gore gruplandiginda dikkat ¢eken 27 kDa bant proteinleri,
SAPIG1127 geninin kodladig1 hem transportu iliskili, SAPIG1979 geninin kodladig: stres
sinyal iletimi yapan ve SAPIG0148 ve SAP102A 001 genlerinin kodladigi biyofilm
olusturma egiliminde rol alan proteinlerdir. Antibiyotik stresi karsisinda MRSA3’de
kaybolan; MSSA1 ve MSSA2’de vankomisin stresi karsisinda seyrelen veya kaybolan
proteinler bu havuzda yer almaktadir.

Yine ayni grupta yer alan 20 ve 23 kDa bantlar1 ayni protein havuzuna denk
gelmektedir. Bu havuzda yer alan proteinlere baktigimizda, MO13TW 2461 ve sasG
SA2981 2432 genlerinin kodladig: viriilans iliskili iki proteinin oldugunu gormekteyiz.

Ortaya ¢ikma grubundaki 65 kDa proteine denk gelen protein havuzuna bakildiginda
IytS geninin kodladig1 transport ve sinyal aktarimindan sorumlu bir membran proteinine;
mecR1 geninin kodladig1 bakteri duvar biyogenezi ve penisilin baglanma goérevi olan bir
proteine; SAPIG2019 geninin kodladig1 ve penisilin baglayan protein (PBP)’lerin yerini
alabilen ayrica antibiyotik dire¢/yanitinda rol alan BlaR1 diizenleyici proteinine ve son olarak
walK geninin kodladigi, bakteri duvar metabolizmasinda rol alan ve iki-bilesenli walK/walR
sistem tiyesi Sensor protein kinaz WalK’nin yer aldig1 4 farkli proteinden goriiyoruz. Ancak
metisilin direnci kodlayan mecR1 gen triiniiniin MSSA2 ve MSSA3’de 65 kDa bant olarak
ortaya ¢ikmas1 beklenmediginden bu proteinin var olma olasilig1 dikkatlice ele alinmalidir.

Seyrelme ve kaybolma grubundaki en dikkat ceken bantlar 80 ve 90 kDa
proteinleridir. 80 kDa’ya karsilik gelen protein havuzuna bakildiginda SAPIG2679 geninin
kodladig1 ve adezyon egiliminde olan Klamping faktdr B; MO13TW_ 2463 geninin kodladig1
viriilans iligkili duvara bagl protein SasG; SAPIG1450 geninin kodladig1 PBP1; pbp2 geninin
kodladig1 PBP2; MO13TW_0026 geninin kodladig: viriilans iligskili duvara bagli protein SasH;
SAFG 00456 geninin kodladigi adezyon iligkili fibronektin baglayan protein;
MO13TW _0026 geninin kodladig: viriilans iligkili duvara bagh protein SasH; SA2981 0023
geninin kodladig1 transport ve viriilans iligkili protein; son olarak da SAPIG0025 geninin
kodladig: transport iligkili Ser/Thr protein fosfataz ailesi protein ile toplamda 9 adet protein
bulunmaktadir. 90 kDa’ya karsilik gelen protein havuzuna bakildiginda SAPIG0636 geninin
kodladig1 adezyon iliskili Serin-aspartat repeat-containing protein C protein goriilmektedir.

Suslar1 gruplayic1 veya ayirt edici ifade egilimleri proteom acgisindan incelendiginde,
MRSA1 ve MRSA2’de aymrict ifade eden 39 kDa banda karsilik gelen protein havuzunda,

graS geninin kodladig: viriilans, sinyal aktarimi ve antibiyotik yanitinda (glikopeptid direnci)
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gorevli sensor histidin kinaz GraS proteini; SAPIG2551 geninin kodladig1 adezyon iliskili
fibronektin baglayan protein ve MW1012 geninin kodladig1 adezyon iliskili, ayn1 zamanda
laktoferrisin ve H,0, direnci saglayan, stafilokokal transferring baglayan protein A
proteinlerinin oldugu goériilmektedir. Bu protein havuzundan ortak ifade yapan MRSAI ve
MRSAZ2? ile yine metisilin diren¢li olan MRSA3 karsilastirmali incelendiginde, 45 kDa banta
karsilik gelen sinyal aktariminda gorevli sensor protein kinaz WalK’nin sonuncuda ifade
azalmasi gostermedigi, bdylece bu direngli suslarin birbirinden farklandigi goriilmektedir.

MSSA1 ve MSSA2’de aymrict ifade eden 31 kDa banda karsilik gelen protein
havuzuna bakildiginda MO13TW_ 2462 geninin kodladig1 IgA peptidazi ve viriilans iliskili
duvara bagh protein SasG ve SAPIG0831 geninin kodladig1 bakteri duvar yapiminda rol alan
LysM domain proteini bulunmaktadir. Bunun disinda, her iki antibiyotik stresinde ve tiim
zamanlarda sadece MSSA1’de yogunlasan ve MSSA3’de kaybolan bant da bu havuzda
bulunmaktadir.

MRSA2 susu icin aywrt edici 58 ve 60 kDa bantlarinin protein havuzunda,
SAPO77A 019 geninin kodladig1 biyofilm olusturma egiliminde olan bir membran proteini
bulunmaktadir. MSSA3’de ise ifade olmayan 37 kDa banta karsilik gelen protein havuzunda,
MO13TW 2460 geninin kodladigi viriilans iligkili duvara baglhi SasG ve sspA geninin
kodladig: viriilans iliskili glutamil endopeptidaz proteini bulunmaktadir.

Proteom bulgular1 toplu olarak ele alindiginda, vankomisin stresine karsi 27 kDa
agirlikta, stres ve/veya biyofilm yapimindan sorumlu dort gen (SAPIG1127, SAPIG1979,
SAPIGO0148, SAP102A 001) iirtinii havuzdan ilgili protein(ler)in ifadesini, MRSA3 susu
disinda 6zgiin olarak arttirdig1 saptanmustir. Yine bu kii¢iik protein havuzundan ilgili proteinin
vankomisin stresi karsisinda 6zgiin olarak tiim suslarda ifadesini azalttigi, MSSA3’de ise
oksasilinde de ayni azalmanin olustugu saptanmistir. Yine bu havuz icerisindeki ilgili
proteinin stres karsisindaki MSSA2 ve MSSAIl’de o0zgiil olarak ifadesini azalttigi
saptanmistir.

Incelenen suslarda iki adet LPXTG motifi igeren dzellikle SasG viriilans proteinlerinin
antibiyotik stresi karsisinda suglarin hemen hepsinde ifadesini arttirdigi, serin-aspartat tekrari
iceren protein C’nin ifadesinin genelde azaldigi goriilmiistiir. Ayrica, Clumping factor B,
SasG, PBP-1 ve -2 ve SasH firiinlerini igeren ayrica 8 proteinlik havuzdan ilgili proteinlerin

antibiyotik stresi karsisinda ifadesini genelde azalttig1 saptanmistir.
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TARTISMA

S. aureus’un molekiiler yapist 1iyi bilinmekle birlikte stres biyolojisi tam
anlasilmamustir, ilgili ¢alismalar kisith ve yenidir. Kuroda ve ark. (14) bakterinin genomunun
dizi analizi yapmis, Singh ve ark. (17) oksasiline kars1 savunma yapan genlerin kromozomal
lokusunu incelemis, Shaw ve ark. (19) viriilans determinantlarini arastirmis, ancak, Price (1)
tarafindan da vurgulandig: gibi bakterinin antibiyotik stresine yanit veren genleri tam olarak
ortaya konamamistir. Oysaki antibiyotiklere duyarl ve direngli stafilokok enfeksiyonlarma
kars1 alternatif ¢ozlimler arasinda, hastada antibiyotik baslanmasi sonrasi bakterinin stres
yanit ifadelerini dizginleyecek “drug tasarimi” diisiiniilebilir. Bu tasarimlar1 olusturmak ve
klinige yansitmak icin S. aureus stres yanitmin mega ve molekiiler diizeyde anlasilmasi
gereklidir. Bu calismada S. aureus’un vankomisin ve oksasilin stresi karsisinda ifade ettigi
bakteri duvar stres yanit proteinleri tek boyutlu elektroforez yontemiyle aydinlatilmaya
calisiimastir.

Farkli mekanizmalara sahip ancak S. aureus bakteri duvarma etkili antibiyotikler olan
oksasilin (Sigma, Almanya) ve vankomisin (Hospira, UK) bu ¢alismada stres modeli olarak
incelenmistir. Bakterinin stres karsisindaki davraniglar incelendiginde ilk 5 sa i¢inde gelisen
ve sonraki 19 sa i¢inde degisim gostererek yeni karaktere biirlinen iki ifade fazi saptanmaistir.
Bu esnada bakterinin duvarinda yer alan ifade degisimlerinin 32 adet proteinlik bir havuzda
yer alan proteinler tarafindan olusturuldugu ortaya konulmustur. Bu proteinler islev agisindan
incelendiginde %24,4’linlin viriilans islevli, %4,8’inin biyofilm islevli, %9,6’sinin transport
islevli, %14,6’sinm adezyon islevli, %17,2’sinin stres yaniti/direng islevli, %17,2°sinin genel

sinyal aktarimi islevli ve %12,2’sinin bakteri duvar yapimi islevli olabilecegi anlagilmistir.
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Dengler ve ark. (48) yaptiklar1 benzer caligmalarda benzer islevsel yanitlar elde ettklerini
rapor etmislerdir. Bu bilgiler bakterilerin antibiyotige maruziyet sonrasinda stresi hemen
algilayarak sinyal aktarimi ile duvar-membran gecirgenligini degistiren porin, iyon kanallar1
ve sekresyon makinelerini aktive ettigini, es zamanli bakteri duvar yapimi, ve adezyon iliskili
proteinleri ile adapte olmaya ¢alistigini, ayn1 zamanda stres/direng ve virlilans genleri ile
stresi gidermek ve bakteriyel hiicre i¢i mutasyon makineleri iizerinden evrilmek i¢in ifadeye
basladigi diistindlirmektedir. Cordwell ve ark. (36) da calismalarinda benzer hiikme
varmiglardir.

Calismada incelenen farkli suslarin ifade ve yanit benzerlik ve farkliliklari
arastirilmistir. Trakya suslarmin ifade ettigi 32 adet bakteri duvar proteininden 20 adedinin
ortak ifade edildigi ve 12 adedinin bir algoritma i¢inde aywrici tani sagladigi goriilmiistir.
Buna gore 7 sustan 2’sinin strese daha gii¢lii yanit veren ancak birbirlerinden farkli fenotipte
oldugu, diger 5’inin benzer yanit veren grubu olusturdugu goriilmektedir. Genelde Trakya
suslar1 arasinda ve onlarla standart sus arasinda elektroforetik tipleme agisindan beklenenden
cok daha kiiciik farklilik goriilmiistiir. Bunun nedeni S. aureus bakterisinin strese karsi
geliskin yanit repertuvarma sahip olmasi, boylece, genotipik varyasyonlara evrilmeye karsi
direng gostermesi olabilir. Nagao ve ark. (23) yaptiklar1 calismada benzer sonuclara
ulagmiglardir. Bununla birlikte suslar arasindaki kiiclik varyasyonlarin nededinin suslarin
farkli konaktan izole edilmis olmasi ve dogada farkl streslere maruz kalmig olmalar1 olabilir.
Périchon ve ark. (24) farkli cografyadan topladiklar1 uslarda benzer varyasyonlari
gostermisleridr.

Yapilan calismada antibiyotige maruz kalacak bakteri yogunlugu ve uygulanacak
antibiyotik konsantrasyonu ger¢cek enfeksiyonu temsilen tasarlanmistir. Bir baska deyisle
enfeksiyon ajani sivi besiyerinde ¢ogaltilma sonras1 dokudaki dogal popiilasyonuna erigsmis ve
ardindan antibiyotik konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Tiipteki kiiltiir ortaminda
bakterinin ulastigi yogunluk ve ortamda gelisen ikinicil ve iiglinciil derece reaksiyonlar
kontrol tiipleri ile takip edilmistir. Muhtemel olumsuzluklara engel olmak i¢in kiiltiirdeki
besiyerleri antibiyotige maruz kalma veya kalmama durumlarinda her 12 saatte bir
tazelenmistir. Benzer metodolojik yaklasimm Markova ve ark. (32) tarafindan kullanildig:
rapor edilmistir.

Bakterinin  antibiyotie  karst  saptanabilir  stres  yanitint  subinhibitor
konsantrasyonlarnda vermedigi, bu yanitin sadece MIK konsantrasyonda gelistigi

optimizasyon deneylerinde saptanmustir. Halbuki bakteri {iremesinin %20 oranindan
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baslayarak %100 engelleyen minimum inhibitér konsantrasyonlar1 arastirildiginda bu
degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu bulunmustur. Bu sonug¢ gostermistir ki bakteriler
diisiik antibiyotik seviyesini algilamakta ancak protein ifadesinde biiyiik degisikligi belirli
seviyeden sonra yapmaktadir. Charpentier ve ark. (63) ve Toprak ve ark. (64) yaptiklar1
calismalarda erken algilamanin gerceklesme siirecini agiklamis ve metodolojilerine buna gore
tasarlamiglardir. S6zkonusu bakteriyel davranis muhtemelen mikroorganizmanin rakip koloni
antibiyotiklerine kars1 gelistirdigi evrimsel bir kazanimidir. Bu nedenle ¢alismadaki metisiline
direncli suslar, kendi MIK degerleri cok daha yiiksek oldugu halde standart susun 10XMIK
oksasilin konsantrasyonunda stresi algilamiglar ve konsantrasyon esik degerin iizerinde
oldugundan saptanabilir stres yanit1 vermislerdir. Bu sonu¢ gostermektedir ki bakteride stres
algilama ve yanit gelistirme mekanizmalar1 ayni kontrol noktasindan diizenlenmemektedir.

Yaptigimiz ¢alisma lokal suslarla yiiriitiilmiis ve proteom analizi olarak tek boyutlu
elektroforez kullanilmistir. Bu sekilde, Cordwell ve ark. (36) calismalarinda gdsterilen sonuca
gotliren kromotografik analiz preparatlar1 hazirlanmis ve iizerinde ¢alisilacak proteom evreni
hakkinda 6n bilgiler elde edilmistir.

Bant agirliklarinin tahmini i¢in ¢oklu molekiiler agirlik belirleyicileri kullanilmis ve
biri standart cetvel olarak kullanilmak iizere secilmistir. Calismanin optimizasyonu boyunca
yapilan tekrarlar, standart susa ait prototipik bant profilini dogrulamistir. Deneyler arasinda
standart bakteri ifadelerinde kisith varyasyonlar gdzlenmis ve bunun quarum sensing
mekanizmas1 sonucu gelisen biiylime faz varyasyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Yarwood ve ark. (20) ile Morikawa ve ark. (40) ¢alismalarinda benzer sonuclar1 rapor
etmiglerdir. Deneyler boyunca ortak besiyeri havuzu kullanilmasi, kiiltiirden ara ekimler ile
kontaminasyon kontrolii yapilmasi, bakterilerin diizenli pasajlanmas1 ve sivi besiyerine taze
agar besiyerinden ekim yapilmasi ile biliyime faz varyasyonu disindaki olasiliklar
dislanmastir.

Bu calismalarm yapilmasi esnasinda alternatif bir MIK yontemi gelistirilmistir. 24
kuyucuklu plak kullanilarak uygulanan MIK ydnteminin tiiple yapilan klasik deneyle
karsilastirildiginda pratiklik ve sayisal Olgiilebilirlik yonlerinden klasik deneyden ({istiin
oldugu gosterilmistir.

Calismada kullanilan deterjanin preparatta Bradford protein miktar tayini yontemini
verimsiz kildig1 goriilmiis, Goel ve ark. (65) tarafindan da gosterildigi gibi bunun S. aureus
duvar bilesenleri ile etkilesimden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve gereginde lokal yiikleme

ile konsantrasyon takip edilmistir.
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Bakteriler antibiyotik ile uzun siire muamele edilerek direngli suslar olusturulabilir.
Calismada dokuz giine kadar siiren stres uygulamalar1 yapilmis ancak direngli sus gelisimine
rastlanmamistir. Diger ekiplerin daha uzun siireli ¢alismalarla direngli sus gelistirebildigi
bilinmektedir (35). Direncli sus gelistirmek bu calismanin kapsami disinda oldugundan
calisma bu yonde degerlendirilmemistir.

Bu calismanin sonuglar1 S. aureus enfeksiyonuna karsi gelistirilebilecek ve bakteride
stres yanit proteinlerini hedefleyecek “drug tasarimi” ¢aligmalarma veri saglamak agisindan
heyecan vericidir. Moellering ve ark. (45) S. aureus enfeksiyonlarma kars1 yeni ve daha etkin
tedavi ajanlarmin gerekliligini vurgulamaktadwr. Caligmamiz devam ettirilerek ayrimntili
proteom analizi yapildiginda tam veri elde edilmesi miimkiin olabilecektir. Bu sekilde siiren
calismalar ile (28,66) antibiyotiklere alternatif tedavi yontemlerini 6n goren ve gen veya gen

iirtinii hedefleyici molekiiler drug gelistirme ¢alismalar1 iimit vaad edicidir.
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SONUCLAR

. Trakya bolgesinden izole edilen patojen S. aureus bakterileri ve standart sus normal

kosullarda 32 adet elektroforetik banta karsi gelen bir ifade yapmaktadir. Mega analiz
sonuglarina gore bunlardan 20 adedi tiim suglar arasinda ortaktr. Bu sonug

bakterilerin cografya icinde biiyiik farklilasma gecirebildigini gostermektedir.

. S. aureus bakterisi okasilin veya vankomisin stresine maruz kaldiginda 5 saat icinde

bir stres yanit1 gelistirmekte, bu yanit sonraki 19 saat i¢cinde degisim gostererek yeni
karakteriyle devam etmektedir. Bu sonug¢ stres yanitinin iki fazli ortaya c¢iktigmi
gostermektedir.

. Incelenen 7 susun arasinda MSSA3 ve MRSA2 suslar1 antibiyotik stresine 6zgiin ama
birbirinden farkli profilde en yiiksek yanit veren suslardir. Diger bes sus ise
birbirlerine daha benzer ortakliklar tasiyarak daha zayif yanit vermektedir. 25 ve 31
kDa bantlart MSSA1 ve MSSA?2 icin, 24 ve 39 kDa bantlarin MRSAT1 i¢in ve 27 kDa
bantin MRSA3 i¢in ayirt edici 6zgiinliikte oldugu saptanmistir. Bu sonug bakterilerin
strese yanitta farkli proteinleri ifade edebildigini gostremektedir.

. Mega proteom analizinde calismadaki 7 adet S. aureus bakterisinin 72 muhtemel
proteinlik havuzdan ifade yaptigr ve bunun 32 proteinlik kisminin strese yanitta rol
aldigi bulunmustur. Bu havuzun islevsel agidan %41,6 oraninda viriilans ve
stres/diren¢ yanitindan sorumlu stres proteinlerini, geri kalaninin sinyal, duvar yapima,
transport ve biyofilm/adezyon islevlerinden sorumlu proteinlerden olustugu
bulunmustur. Oksasilin veya vankomisin stresi karsisinda 32 proteinlik havuzun 23

proteinlik kisminda tiim bakterilerde mutlaka degisiklik oldugu saptanmistir.
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Calismada elektroforetiplerin metisiline direng veya duyarhilik agisindan 6zgiin protein
ifade profili gostermedigi anlagilmistir. Bu sonug bakterilerin stres karsisinda yukarida
verilen 6 ana gen grubunda ifade yaptigini gostermektedir.

Suslarda LPXTG motifli SasG viriilans proteinlerin ifadesinin antibiyotik stresi
karsisinda baskin arttidi; serin-aspartat tekrarli protein-C, klamping faktér B, SasG,
PBP-1 ve -2 ve SasH firiinlerini iceren 8 proteinlik havuzdan ilgili proteinlerin
ifadesinin antibiyotik stresi karsisinda 5 saatte ani diistiigli saptanmistir. MSSA1 ve
MSSA?2 suslarinda stres ve/veya biyofilm yapimindan sorumlu 25 kDa’luk gen iiriinii
havuzundan (SAPIG1127, SAPIG1979, SAPIG0148, SAP102A 001) ilgili protein
ifadesinin vankomisine 6zgii azaldigi; MRSA3 disinda kalan suslarin %86’sinda 27
kDa’lik ilgili protein ifadesinin strese karsi arttigi; suslarin %71’inde 24 kDa protein
ifadesinin mutlaka arttig1 saptanmastir.

. Calismada 24 ¢ukurlu plakta yapilabilen pratik bir MIK deney teknigi gelistirildi (56)
ve bunun tiipte yapilan klasik MIK deneyi ile boy 6lciisebilir diizeyde saglikli sonug
verdigi, pratik ve zaman bakimindan avantajli oldugu gosterilmistir.

. S. aureus duvar proteinlerinin asetonlanmis bakteriden %4 SDS igeren TRIS tampon
icerisinde 5 dk 100 °C’de kaynatilarak verimli bir sekilde izole edilebilecegi
gosterilmistir.

. Bu calismada tek boyutlu elektroforetiplendirme ile smirli bir proteom analizi
yapilabildigi ve icerisinde dizi analizi i¢in kromotografi {initesine génderilmeye hazir

bantlar1 iceren 6rneklerin iiretilebildigi ortaya konmustur.
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OZET

Bu calisma, antibiyotik stresi karsisinda farkli Staphylococcus aureus suslarinin ifade
ettigi stres yanitlarmi karsilastrmali incelemek amaciyla yapildi. Metisilin duyarli 4 ve
metisilin direngli 3 sus siv1 kiiltiirde ve 1MIK degerde (MRSA suslar1 i¢in standart susun 10
MIK degerinde) oksasilin (Sigma, Almanya) veya vankomisine (Hospira, UK) 5 veya 24 saat
maruz brrakildi. Suslari duvar ve membran proteinleri izole edilerek tek boyutlu SDS-PAGE
elektroforezde elektroforetiplendirme yapildi ve muhtemel proteinlerin olusturdugu kisith
proteom evreni kullanilarak stres yanitlari analiz edildi.

Antibiyotik stresine maruziyet sonrasinda bakterinin 5 saat i¢inde bir stres yaniti
gelistirdigi, sonraki 19 saat icinde yanitin yeni karakterine degistigi goruldii.
Elektroforetiplendirme ¢alismasinda saptanan 32 adet farkli elektroforetik banttan 20 adedinin
tiim suslarda ortak ifade edildigi ve 23 adedinin strese yanitta rol aldigi saptandi. Proteom
evrenini tahmin ¢alismasinda 32 adet elektroforetipik bantin 72 adet proteinle eslestigi, bu
proteinlerin 32’siyle olusan bir havuzun strese yanitta rol aldig1 ve mega analizde bunun 23
adedinin tiim bakterilerde stres karsisinda mutlaka degistigi saptandi. 32 adet proteinin
islevsel incelemesi yapildiginda bunun %41,6’lik kisminin viriilans ve stres/diren¢ yanitindan,
geri kalaninin sinyal, duvar yapimi, transport ve biyofilm/adezyondan sorumlu oldugu
bulundu. Antibiyotik stresi karsisinda ifadesi degisen muhtemel proteinler incelendiginde,
LPXTG motifli SasG proteininin ifadesinin arttig1, serin-aspartat tekrarli protein-C, klamping
faktor B, SasG, PBP1, PBP-2 ve SasH proteinlerinden olusan havuzundan bazilarmin
ifadesinin azaldig1 saptandi. Bakterilerin antibiyotige duyarlilig1 ile strese yanitlar1 arasinda

bir iliski gozlenmedi.
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Bu calismanin sonuglar1 S. aureus enfeksiyonuna karsi gelistirilebilecek ve bakteride
stres yanit proteinlerini hedefleyecek drug tasarimi ¢alismalarma veri saglamaktadir. Bu tip
tedavi ajanlar1 antibiyotiklere alternatif veya kombine tadavi ajami olarak diisik doz

antibiyotik kullanim1 i¢in timit vaad edicidir.

Anahtar kelimeler: stres, Staphylococcus aureus, proteom
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STRESS RESPONSE OF Staphylococcus aureus AGAINST
VANCOMYCIN AND METHICILLIN

SUMMARY

Stress response of Staphylococcus aureus strains were comparatively investigated
following antibiotic treatment. Four methicillin-sensitive and three methicillin-resistant
strains were treated with MIC of oxacillin (Sigma, Germany) or vancomycin (Hospira, UK)
for 5 or 24 hours (10 x MIC of oxacillin of the standard strain for MRSA strains). Cell wall
and membrane proteins were isolated, their electrophoretyping were identified using one
dimensional SDS-PAGE electrophoresis, and the stress responses of the strains were analyzed
using a particular set of possible proteins.

The strains developed stress response in 5 hours and changed it to new character in
consecutive 19 hours. 20 out of 32 bands of the electrophoretyping study expressed in all
strains, and 23 of them involved in stress response. In prediction of a particular set of possible
proteins, 72 proteins matched with 32 electrophoretyping bands, a 32 protein pool had a role
in stress response, and 23 of them changed in all strains in mega analysis. %41,6 of the 32
proteins were responsible from stress/resistance and virulence, and the rest from signalization,
cell wall biogenesis, transport and biofilm formation/adhesion. Expression of SasG protein
with LPXTG motive increased, and some members of protein-C with serine-aspartate repeats,
clamping factor B, SasG, PBP-1 and -2 and SasH group decreased in response to stress. No

correlation was detected between sensitivity level of the strains and stress responses.
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The results of this study provide data for drug design studies targeting S. aureus stress
response proteins. These types of drugs can be alternative for antibiotics and promising agents

in combination therapy with low-dose antibiotics.

Keywords: stress, Staphylococcus aureus, proteome
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EK-2: TUBAP ONAYI
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EK-3: KULLANILAN TAMPON VE JEL FORMULLERI

PBS
10X stok ¢ozelti i¢in 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na,HPO4+7H,0, 2 g KH,PO, 800 mL
ultra saf suda ¢oziildi, pH 7,3’e ayarlandi, hacim ultra saf su eklenerek 1000 mL’ye

tamamlandi, otoklavlandi, kullanim Oncesi ultra af su ile 1/10 seyreltilerek 1X seyreltmede

kullanildz.

izolasyon TRIS tamponu, pH 7.4
1 M stok ¢ozelti icin 12,1 g TRIS 80 mL ultra saf suda ¢oziildii, pH 7,4’e ayarlandi;
hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi, kullanim Oncesi ultra saf su ile 1/6,66

seyreltilerek 0,15 M TRIS tampon izolasyon i¢in kullanildi.

Ekstraktor

10 mL ektraktér hazirlamak i¢in 6,5 g TRIS tartilip, 20 mL suda ¢ozildi, pH 6,15
olarak ayarlandi, bu tampondan 1.288 mL alnip iizeri, 2 mL gliserol, 0.55 ml B-
merkaptoetanol, 2 ml % 20 SDS ve ultra pure su ile 10 mL’ye tamamlandi, son pH 6,7 olarak
kaydedildi (nthai 1,06 M TRIS, %0,2 gliserol, %0,055 B-merkaptoetanol, %4 SDS).

%10’luk amonyum persiilfat
1 g amonyum persiilfat 10 mL ultra saf suda ¢ozildii; 0,5 mL’lik porsiyonlara
ayrilarak -20 °C sogutucuya kaldirildi.

0,5M EDTA
1,86 g disodium EDTA.2H,0 100 mL ultra saf suda ¢6ziildii; pH 8,0°e ayarlanda.

Sodyum azid stok c¢ozeltisi

0,5 g NaN3 50 mL ultra saf suda ¢oziildii. .

AKrilamid/Bis ¢ozeltisi
14,6 g akrilamid, 0,4 g bis akrilamid 50 mL ultra saf suda ¢oziildii. %30 oraninda

Akrilamid/bisakrilamid igeren stok hazirlandi, karanlikta muhafaza edildi.



AKrilamid cozeltisi
50 mL’lik hacimlerde ultra saf su kullamilarak %33 w/v oraminda stok hazirlandi,

karalikta muhafaza edildi.

Bisakrilamid cozeltisi
50 mL’lik hacimlerde ultra saf su kullanilarak %1 w/v oraninda stok hazirlandi,

karalikta muhafaza edildi.

Brain Hearth Infusion Besiyeri

1 L Brain Hearth Infusion siv1 besiyeri hazirlamak i¢in 37 g toz Brain Hearth Infusion
Broth 1 L distile su igerisine kondu. Manyetik karistiric1 ile karitirilarak toz besiyeri, su
icerisinde tamamen ¢oziildi. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi. Kullanima hazir

vaziyette +4 °C’ye kaldirildu.

Mueller Hinton Besiyeri

1 L Mueller Hinton siv1 besiyeri hazirlamak i¢in 21 g toz Brain Hearth Infusion Broth
1 L distile su icerisine kondu. Manyetik karistirict ile karitirilarak toz besiyeri, su igerisinde
tamamen ¢oziildii. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi. Kullanima hazir vaziyette +4

C’ye kaldirild.

10X iist tampon*
24,74 g Borik asit (0,4 M), 49,65 g TRIS (0,41), 10 g SDS, 800 mL ultra saf suda

¢oziildii; pH 8,64’e ayarlandi; hacim ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

5X alt tampon*
256,97 g TRIS (2,122 M) 800 mL ultra saf suda ¢ozdiiriildii; pH 9,18’e ayarlandi;

hacim ultra saf su ile 1L’ye tamamlandi.

Yigma jel tamponu*
6,55 g TRIS (0,541 M) 80 mL ultra saf suda ¢oziildii ve pH 6,1’¢ ayarlandi; hacim

ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.



Yigma jel*

%111k alt jel i¢cin 10 mL akrilamid ¢6zeltisi, 3,3 mL bisakrilamid ¢ozeltisi, 6,7 mL
5X alt tampon, 9,3 mL ultra saf su, 0,33 mL %10’luk amonyum persiilfat, 0,015 mL TEMED
karistirildi.

Ayirma jel*
%2,7’lik st jel i¢in 1,25 akrilamid ¢ozeltisi, 2,5 bisakrilamid ¢ozeltisi, 1,25 mL iist jel
tamponu, 4,8 mL ultra saf su, 0,2 mL amonyum persiilfat, 0,01 mL TEMED karistir1ld1.

Ornek tampon*
10 mL 10X iist tampon, 5 g sakkaroz, 185 mg disodyum-EDTA, 20 mL ultra saf su, 5
mL B-merkaptoetanol karistirildi; tizerine 1,9 g SDS eklendi ve ¢oziildii; pH 8,64’e ayarlandi;

hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.

Takip boyasi*
0,5 g bromfenol mavisi /100 mL ultra saf su hazirland1 ve 6 mL gliserin bu boya ile

1/3 oraninda boyand:.

TRIS tampon, pH 8,8%*
54,45 g TRIS (1,5 M) 150 mL ultra saf suda ¢oziildii; pH 8,8’e ayarlandi; hacim ultra
saf'su ile 300 mL’ye tamamland:.

TRIS tampon, pH 6,8%*
6 g TRIS (pH: 6,8) 60 mL ultra saf suda ¢6ziildii; pH 6,8’e ayarlandi; hacim saf su ile

100 mL’ye tamamland1.

5X Kosturma tamponu**
45 g TRIS, 216 g glisin, 15 g SDS 3 L ultra saf suda ¢o6ziildii, pH ayarlamasi
yapilmadi. +4 °C’de saklandi. Kullamim 6ncesi 1/5 oraminda ultra saf su ile seyreltildi ve 37

°C’ye 1sitildu.



Yigma jeli**

% 4’liik jel icin 1,3 mL akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 6,1 mL ultra saf su, 1,5 mL
0,5 M TRIS (pH: 6,8) ¢ozeltisi, 0,1 mL %10’luk SDS, 0,05 mL %10’luk amonyum persiilfat
ve 0,01 mL TEMED karistirild1.

Ayirma jeli**

%12’lik jel icin 4 mL akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 3,35 mL ultra saf su, 2,5 mL
1,5 M TRIS (pH: 8,8) ¢ozeltisi, 0,1 mL %10’luk SDS, 0,1 mL %10’luk amonyum persiilfat ve
0,01 mL TEMED karistirildi.

%10’luk SDS**
10 g SDS 80 mL ultra saf suda ¢oziildli; hacim ultra saf su eklenerek 100 mL’ye

tamamlandi.

250X Takip boyasi**

0.02 g bromophenol blue tartilarak 8 ml distile su igerisinde ¢oziildii.

2X Yiikleme tampon**
5 mL 2X yiikleme tampon hazirlamak icin 1,02 mL gliserol, 0,25 mL 250X takip
boyasi, 1,25 mL 4X TRIS/SDS (pH 6,8), 0,5 mL %10 SDS, 0,1 mL EDTA eklendi, hacim

ultra saf su eklenerek 5 mL.’ye tamamlandi. 2X seyreltide kullanildi.

4X TRIS/SDS pH 6,8 **
3 g TRIS 20 mL ultra saf suda ¢oziildii; pH 6,8’e ayarlandi; % 20 SDS ¢ozeltisinden 1

mL ilave edildi; hacim ultra saf su ile 50 mL’ye tamamland1

* Borat tamponlu Elektroforez Sisteminde kullanilan ayiraglar
** TRIS Tamponlu Elektroforez Sistemi



EK-4: KULLANILAN GERECLER

Biyolojik Aktif Preparatlar ve Kimyasallar

Akrilamid (Merck, Almanya)

Amonyum persiilfat (GPR RECTAPUR, Prolabo, ispanya)
Asetik asit (Smyras, Amoras Food&Chemical Industry, Tirkiye)
Aseton (Kimetsan, Tiirkiye)

BHIB besiyeri (AnalaR NORMAPUR, Prolabo, Ispanya)
Bisakrilamid (ABCR, Almanya)

Boncuklu saklama besiyeri (Microbank, Kanada)

Bovine Serum Albumin (Sigma, Almanya)

Bradford Commasie Plus Reagent (Thermo Scientific, ABD)
Di-sodyum hidrojen fosfat di hidrat (Emsure, Merck, Almanya)
Elektroforez Molekiiler Agirlik Markori, Broad Range (Thermo Scientific, ABD)
Elektroforez Molekiiler Agirlik Markorii, Proein-Marker II (PreQLab, Almanya)
Gliserin (Applichem, Almanya)

Glisin (Merck, Almanya)

Metanol (Emsure, Merck, Almanya)

MHB besiyeri (HiMedia, Hindistan)

Oksasilin (Sigma, Almanya)

Proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Scientific, ABD)
Sodyumazid (CorloERBA, Italya)

Sodyum hidrojenfosfat (Emsure, Merck, Almanya)

Sodyum hidroksit (CarloERBA, Italya)

Sodyum Kloriir (AnalaR NORMAPUR, Prolabo, Ispanya)

SDS (Merck, Almanya)



TEMED (Sigma, Almanya)

TRIS-asit (Merck, Almanya)

TRIS-base (AnalaR NORMAPUR, Prolabo, Ispanya)
Vankomisin (Hospira, UK)

%S5 koyun kanli agar (Salibrus, Tiirkiye)

%37 HCI (Riedel-de Haen, Sigma Aldrich, Almanya)

Cihazlar
Buzdolabi (Bosch, Almanya)
Derin dondurucu (Nuair, Revco, ABD)
Calkalayic1 Mini Rocker (BioSan, Letonya)
Calkalamali banyo (Niive ST402)
Etiiv EN500 (Niive, Tiirkiye)
Giic kaynagi (Bio-Rad, Almanya)
Hassas terazi AEX-120 G (Shimadzu, Japonya)
Isitmali su banyosu (Niive ST402, Tiirkiye)
Manyetik karistirict MSH-20A (WiseStir, Kore)
Mikrofiij Micro120 (Hettich, Almanya)
Optik yogunluk 6l¢iim cihazi DensiCHECK (Biomerieux, Fransa)
Otoklav OT4060 (Niive, Tirkiye)
Poliakrilamid Mini Jel Elektroforez Sistemi (Bio-Rad, Almanya)
pH metre 6173 (Jenco, Kanada)
Santrifiij NF8OOR (Niive, Tiirkiye)
Tip II kabin (Esco Class 1)

Vitek II cihazi (Biomerieux, Fransa)



EK-5: ARASTIRMANIN SURECLENDIRILMESI

Arastirmamizin siiresi 13 ay siirmiistiir. Bakteri kiiltiirii, antibiyotik stres uygulamalari,
protein zolasyon, goriintiileme ve analiz gibi tekniklerin uygulandigi calismamizin tiim

islemlerini zaman-ay parmetresine gore Tablo 16’da bulabilirsiniz.

Tablo 16. Arastirmanin siireclendirilmesi

Siregc(Ay) | 1 | 2 | 3| 4| 5|6 | 7|8 |9 |10|11]|12]13]14

Uygulamalar

Hipotez tartisma X

Literatiir arastirma X X X X X X X X X X X X X

Membran izolasyon X X
ve SDSPAGE 6n
calisma

Proje bagvurularmin X X
ve bilit¢esinin
olusturulmasi

Satin alma X X X X X

Sus toplama X X X X X

Sug¢ direng inceleme X

Sus MIK bulma X | X | X | X

Membran izolasyon X X X X X
optimizasyonu

Stres optimizasyonu X X X X X X X

Standart susta stres X X
yanitinin incelenmesi

Trakya suslarmda X
stres yanitinin
incelenmesi

Biyoinformatik analiz X

Tez yazimi X X X X X X X X X X X X X




